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Zur Verteilung des Caleiums 
und des anorganischen Phosphors in der Milch. 


Von 
Paul György. 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 
(Eingegangen am 1. August 1923.) 


„Die Frage von der Verteilung des Calciums und der Phosphorsäure 
in der Milch ist ... noch nicht hinreichend aufgeklärt“ — schreibt 
Hammarsten, wohl einer der besten Kenner der Milchchemie, in der 
neuen Auflage seines Lehrbuches (9. Aufl., 1922, S. 520). Es wird 
von allen Autoren, die sich mit diesem Problem befaßt haben, einmütig 


‘zugegeben, daß ein Teil des in der Milch befindlichen Kalkes und des 


anorganischen Phosphors sich in einer nicht dialysablen Form befindet. 
Ebenso besteht kein Zweifel darüber, daß ein prozentual wechselnder, 
jedenfalls recht hoher Kalkanteil an das Casein. gebunden ist. Der 
undialysable anorganische Phosphor soll mit dem Rest undialysablen 
Kalkes in Beziehung stehen. Der Streit dreht sich um die nähere Um- 
schreibung dieser Kalkphosphorverbindung. Die Mehrzahl der Autoren 
neigt zu der Auffassung, daß es sich dabei um ein Gemenge von Di- 
und Tricaleiumphosphat handelt, welches von dem Casein gelöst oder 
suspendiert wird. Rona und Michaelis halten das Vorhandensein 
eines Doppelsalzes: Calciumcasein + Calciumphosphat für möglich. 
Auf Grund neuerer Untersuchungen glauben dagegen L.van Slyke 
und A. Bosworth den Standpunkt vertreten zu können, daß die ver- 
meintliche Calciumphosphatverbindung ausschließlich aus Dicalcium- 
phosphat besteht, das mit dem Casein keinerlei chemisch-physikalische 
Affinität aufweist. 

Im Laufe unserer gemeinsam mit Freudenberg ausgeführten Studien 
über die Kalkbindung durch tierische Gewebe und über den normalen 
Össifikationsvorgang sind wir notgedrungen auf das gleiche Problem, 
auf die Frage der Beziehungen zwischen Kalkphosphatverbindungen 
und Eiweißkörpern gestoßen. Der fertige Knochen enthält einen hohen 
Prozentsatz Kalkphosphatsalze.e. Mit Freudenberg vertreten wir den 
Standpunkt, daß es sich dabei nicht um ein primäres Ausfallen der 
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im Blute und in den Gewebssäften in übersättigter Form kreisenden 
Kalkphosphate handelt, sondern daß der Vorgang zuerst mit einer 
einfachen Kalkbindung eingeleitet wird. 

1. Knorpeleiweiß + Ca = Ca-Eiweiß. Das Ca-Eiweiß tritt dann 
vielleicht mit Hilfe Wernerscher Nebenvalenzen mit dem Phosphation 
in nahe Beziehung. 

2. Calciumeiweiß + Phosphat = Calciumeiweißphosphat. Erst 
sekundär erfolgt dann das Abspalten des kristallinischen Tricalcium- 
phosphats. 

Es lag nun nahe, diese auf den Össifikationsvorgang angewandte 
Anschauung auf das gleiche oder zumindest sehr ähnliche Problem 
der Milchchemie auszudehnen. Wir stellten uns dementsprechend die 
Fragen: Bestehen engere Beziehungen zwischen dem undialysablen 
Kalkphosphat und dem Casein der Milch? Läßt sich die Annahme 
eines Doppelsalzes: Calciumcasein + Calciumphosphat experimentell 
verifizieren ? 


Experimenteller Teil. 


Die Kalkcaseinverbindung ist eine Funktion der H-Ionenkonzentration. 
Jedem Aciditätsgrad entspricht eine bestimmte Menge dieser komplexen 
Salz-Eiweißverbindung. Mit zunehmender Acidität sinkt die Menge des an 
das Casein gebundenen Kalkes; im isoelektrischen Punkt des Caseins ist.» 
sie = 0. So lautet das Postulat der neuen ZLöbschen Anschauungen. Tat- 
sächlich gelang es Asal-Falk, den Nachweis zu erbringen, daß bei der spon- 
tanen Säuerung der Milch der gesamte Kalk in gelöstem Zustande in der 
Molke verbleibt, und das Koagulum (Casein) völlig kalkfrei ist. Ähnliche 
Beobachtungen finden wir schon bei früheren Autoren (Söldner) wie auch 
in letzter Zeit bei L. van Slyke und A. Bosworth. Allein wir vermissen in 
diesen Untersuchungen die Bestimmung der wahren Acidität. Den Beweis, 
daß im isoelektrischen Punkt des Caseins der Kalk in der gesäuerten Milch- 
molke abgespalten in der Lösung bleibt, haben erst die erwähnten Versuche 
Asal-Falks aus unserer Klinik geliefert. Gerinnt die Milch ohne Änderung 
der H-Ionenkonzentration, so finden wir den gesamten unlöslich gebliebenen 
Kalkanteil im Caseingerinnsel wieder. Der Kalkgehalt der Labmolke ist 
dementsprechend geringer als der.der sauren Molke. 

Bestehen auf dem Umwege über den Kalk nähere Beziehungen zwischen 
dem undialysablen anorganischen Phosphor und dem Casein, so müßte 
eine Säuerung zu einer Abnahme nicht nur des undialysablen Kalkes, 
sondern auch zu der des undialysablen anorganischen Phosphors führen. 
Wir gingen in unseren Experimenten in der Weise vor, daß wir den an- 
organischen Phosphor zuerst in einer unbehandelten Milchprobe, dann in 
der Lab- bzw. ‚Säuremolke‘‘ (aus der gleichen Milch gewonnen), bestimmt 
haben. Die Labung erfolgte durch Zusatz von 0,2ccm pro 100cem Milch, 
einer hochwertigen, nach der Vorschrift von Michaelis und Rothstein her- 
gestellten Labfermentlösung. Unter Säuremolke verstehen wir die bei der 
spontanen Säuerung der Milch aus dem Gerinnsel ausgepreßte völlig 
caseinfreie Flüssigkeit. 

Die Bestimmung der anorganischen Phosphate erfolgte nach der 
kolorimetrischen Methode von Marriott und Hessler. In der unbehandelten 


Verteilung des Ca und anorganischen P in der Milch. 3 


Milch erhielten wir oft keine völlige Ausfällung der Phosphate, so daß wir 
gezwungen waren, die Fällung erst nach Entfernen der Milcheiweißkörper 
(mit Trichloressigsäure) vorzunehmen. Die H-Ionenkonzentration wurde 
nach der Indikatorenmethode von Michaelis bestimmt. 


1. Versuch. 
Kuhvollmilch . . . 38,6 mg-Proz. P 
Kuhmagermilch e 36,6 sn . 6,5 
Labmolke .. .. 11,6 „, in Proz. der Gesamtphosphate: 29,4 | ie 
Saure Molke . . . 38,6 „ , a 
2. Versuch. 
Kuhvollmilch. . . 35,3 mg-Proz. P 
Kuhmagermilch . 33,3 „, 6,6 
Labmolke . .. . 14.0  „ in Proz. der Gesamtphosphate: 39,6 | PH 45. 
Saure Molke . . . 333 , GK 
3. Versuch. 
Kuhvollmilch . . . 36,3 mg-Proz. P 
Kuhmagermilch `, — sa 6,5 
Labmolke . . . . 14,5  ,„ in Proz. der Gesamtphosphate: 39,9 | Pu 45. 
Saure Molke . . . 36,2 „, SA 
4. Versuch. 
Kuhvollmilch. . . 38,1mg-Proz. P 
Kuhmagermilch = sn 6,4 
Labmolke . .. . 15,9 ,„ in Proz. der Gesamtphosphate: 42,6 | PH 4 4 
Saure Molke . . . 33,8 „, a 


Eindeutig bestätigen die mitgeteilten Versuche das von uns eingangs 
aufgestellte Postulat. Auch der indiffusible anorganische Phosphor wird 
bei der spontanen Säuerung der Milch — genau wie der indiffusible Kalk — 
diffusibel.e. Beim isoelektrischen Punkt des Caseins befindet sich der ge- 
samte anorganische Phosphor in der Molke, das Gerinnsel ist phosphatfrei. 
Bleibt bei der Gerinnung die H-Ionenkonzentration unverändert, wie bei 
dem Labungsprozeß, so reißt dasCasein mit dem Kalk auch den undialysablen 
Phosphatanteil mit. In der Molke finden wir nur 30 bis 40 Proz. des an- 
organischen Milchphosphors wieder. 

Der indiffusible anorganische Phosphatanteil läßt sich auch mit Hilfe 
von Ultrafiltration der Milch bestimmen. Schon Söldner hat die Milch durch 
Tonkerzen filtriert, das so erhaltene Filtrat wird als Milchserum bezeichnet. 
Nach dem gleichem Autor sind 36 bis 56 Proz. des Gesamtphosphors nicht 
einfach in der Flüssigkeit gelöst. Nach L. van Slyke und Bosworth, die die 
Mileh durch Pasteur-Chamberlandsche Kerzen filtriert haben, aber nur 
einige wenige Versuche mitteilen, befinden sich 30 bis 45 Proz. des an- 
organischen Milchphosphors in indiffusibler Form. Unsere eigenen Unter- 
suchungen ergaben einen etwas höheren indiffusiblen Phosphatanteil 
in der Höhe von 60 bis sogar 70 Proz. Dies entspricht der gleichen: Größen- 
ordnung, wie wir sie im Verhältnis des diffusiblen Kalkes zum indiffusiblen 
Kalk finden. Aus äußeren Gründen führten wir Ultrafiltrationsversuche 
erst nachträglich, nach Abschluß der oben mitgeteilten Versuche aus. Die 
Ultrafiltration erfolgte mit Hilfe des de Däen schen Membranfilters?). 


1) Der Apparat wurde uns von der chemischen Fabrik de H aen, Seelze bei 
Hannover, gütigst zur Verfügung gestellt. 
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5. Versuch. 
Kuhvollmilch. . . 33,3 mg-Proz. P 
Ultrafiltrat . . . . 33 „ in Prozenten der Gesamtphosphate 39,8. 
| 6. Versuch. 
Kuhvollmilch . . . 35,8 mg-Proz. P 
Ultrafiltrat `, . . . 19,0 ,, in Prozenten der Gesamtphosphate 53,1. 
7. Versuch. 
Kuhvollmilch. . . 29,5 mg-Proz. P á 
Ultrafiltrat. . . 13,3 on jin Prozenten der Gesamtphosphate 45,3. 
8. Versuch. 
Kuhvollmilch. . . 30,9 mg-Proz. P 
Ultrafiltrat. . . . 12,7 , in Prozenten der Gesamtphosphate 41.6. 


Der indiffusible anorganische Phosphatanteil, wie wir ihn in diesen 
Ultrafiltratversuchen bestimmt haben, liegt in der gleichen Größenordnung 
wie wir ihn in den Versuchen über Labung festgestellt haben. Ein erheblicher 
Teil des Milchkalkes und der Milchphosphate befindet sich also in einem 
indiffusiblen Zustande. Bei Erhöhung der Milchacidität nimmt ihre Menge 
ab. Im isoelektrischen Punkt des Caseins wird der gesamte Kalk- und Phosphat- 
anteil in Freiheit gesetzt. 


Die gleichen Verhältnisse, wie wir sie bei der Kuhmilch nachweisen 
konnten, müßten auch bei der Frauenmilch zu gewärtigen sein. Auch die 
Frauenmilch enthält undialysables Ca. So sind nach den neuen Unter- 
suchungen von L. van Slyke und Bosworth von 35 mg-Proz. Gesamtkalk nur 
21,4 mg-Proz. dialysabel. Die Frage nach der Verteilung des Phosphors 
ist bezüglich der Frauenmilch noch weniger geklärt, als wir sie am Beispiel 
der Kuhmilch gesehen haben. Während nach früheren Autoren, so in erster 
Linie nach Siegfried, die Frauenmilch fast nur organisch gebundenen Phosphor 
enthalten soll, sind nach Sikes im Mittel rund nur 42 Proz. organisch gebunden. 
Die Variationsbreite ist nach dem gleichen Autor recht erheblich: von 
14,7 bis 77 Proz. Neuerdings bestreiten L. van Slyke und Bosworth über- 
haupt das Vorhandensein von indiffusiblem anorganischen Phosphor. 
Der organische Phosphor soll entsprechend dem geringen Caseingehalt 
der Frauenmilch nur 5 bis 6 Proz. des Gesamtphosphors betragen. Es sind 
also scharfe Gegensätze in den in der Literatur niedergelegten Befunden. 


In unseren Versuchen gingen wir in der gleichen Weise vor, wie mit der 
Kuhmiilch. 


9. Versuch. 
Frauenvollmilch . 5,1 mg-Proz. P 
Ultrafiltrat . .. . 37» P in Proz. des Gesamtphosphors 72,5 
Labmolke .... 37 ,„ Por a S 72,5 
Saure Molke `, . . 54 ,„ P Pu 47. 
10. Versuch. 
Frauenvollmilch . 5,4 mg-Proz. P 
Ultrafiltrat .... 34 „ Pin Proz. des Gesamtphosphors 63 
Laebmolke . ... 30 „ Pi y vë 55,5 


Saure Molke ` . . 54 „ P Pp 44. 
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11. Versuch. 
Frauenvollmilch . 5,1 mg-Proz. P 
Utrafiltrat .... 26 „ P in Proz. des Gesamtphosphors 50,9 
Labmolke . ... 33 „ BP. ém, 4 Sp 64,5 
Saure Molke . . . 5,0 „, P Py 4,5. 
12. Versuch. 
Frauenvollmilch . 5,1mg-Proz. P 
Ultrafiltrat `, . . . 30 „ P in Proz. des Gesamtphosphors 58,8 
Labmolke .. .. 33 „, Eé: 9, ës vu 64,7 
Saure Molke `, . . 54 „ P Py 47. 
13. Versuch. 
Frauenvollmilch . 5,1 mg-Proz. P 
Utrafiltrat . . .. 31 „ P in Proz. des Gesamtphosphors 60,7 
Labmolke . .. . 20 „ Pa 235 e e 55,9 
Saure Molke ` ` . 5,4 „ D Pu 4,3. 


Wiederum ganz eindeutig bestätigen die Versuche an Frauenmilch 
das von uns eingangs aufgestellte Postulat. von den Beziehungen der Milch- 
acıdität zum diffusiblen Phosphatanteil. Im Gegensatz zu L. van Slyke 
und Bosworth haben wir konstant einen indiffusiblen Phosphatanteil in 
der Größenordnung von etwa 40 mg-Proz. der Gesamtphosphate nachweisen 
können. Sowohl das Uiltrafiltrat, wie auch die Labmolke ergaben gleich- 
lautende Resultate. In der sauren Molke dagegen fanden wir den in der 
unbehandelten Vollmilch bestimmten Gesamtphosphatgehalt in der gleichen 
Höhe wieder. Auch in der Frauenmilch wird der indiffusible Phosphatanteil 
im isoelektrischen Punkt des Caseins in Freiheit gesetzt. 

Der von uns konstant gefundene Phosphatgehalt der Frauenmilch von 
5,1 bis 5,4 mg-Proz. steht im besten Einklang mit den in der letzten Zeit 
von Meysenbug mitgeteilten Versuchen. Sikes sowie Holt, Courtney und 
Fales fanden einen etwas höheren Mittelwert von 7,0 mg-Proz., während 
Denis im Mittel 4 mg-Proz. anorganischen Phosphor angibt. Es darf 
vielleicht auch in diesem Zusammenhang auf die beachtenswerte Tatsache 
hingewiesen werden, daB der anorganische Serumphosphorgehalt beim 
Säugling ebenfalls etwa 5,0 mg-Proz. beträgt. 

Die Größenordnung des indiffusiblen anorganischen Phosphors in 
der Frauenmilch deckt sich mit der des indiffusiblen Kalkes (etwa 40 Proz. 
der Gesamtphosphate bzw. des Gesamtkalkes). 

Die Tatsache, daß die Erhöhung der Acidität zu einer Abspaltung 
von früher indiffusiblem Ca und anorganischen Phosphor führt, konnte 
letzten Endes auch durch einen einfachen Lösungsvorgang ihre Erklärung 
finden. Die durch das Casein suspendiert gehaltenen Ca-Phosphatpartikelchen 
werden durch Zunahme der wahren Milchacidität in lösung gebracht 
Auch diese Erklärungsweise, der sich in der letzten Zeit eine Reihe 
Autoren, so auch van Slyke und Bosworth angeschlossen haben, kann uns 
den Befund nur schwer plausibel machen, wieso es dazu kommt, daß die 
Abspaltung des indiffusiblen Ca und anorganischen Phosphors gerade im 
isoelektrischen Punkt des Caseins ihren Abschluß findet. 

Könnte ein Freiwerden von undialysableın Ca oder P bei unverändertem 
Py nachgewiesen werden, so würde man ein wichtiges Argument gegen die 
Ansicht der letzterwähnten Autoren gewinnen. Wir hofften, diesen Beweis 
durch tryptische Verdauung des Milchcaseins bei konstantem py liefern zu 
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können. In früheren Untersuchungen gelang es uns gemeinsam mit Freuden- 
berg, eine starke Abspaltung des an das Knorpeleiweiß gebundenen Kalkes 
festzustellen. 

Wir gingen in unseren diesbezüglichen Versuchen in der Weise vor, daß 
wir Magermilch im gekochten oder rohen Zustande gegen Wasser dialysiert 
haben. Als Dialysierhülsen verwendeten wir die Pergamenthülsen von 
Schleicher und Schüll!). 

Die Ca-Bestimmung erfolgte nach Fällung als Oxalat jodometrisch. 
Der anorganische Phosphor wurde, wie in den früheren Versuchen, kolori- 
metrisch nach Mariott und Hessler festgestellt. 


14. Versuch. 


a) 20 ccm Magermilch (aufgekocht) + 5cem Pankreonlösung (1:50), 
b) 20 ccm Magermilch (aufgekocht) + 5 cem aufgekochte Pankreonlösung, 
c) 20 ccm Magermilch (aufgekocht) + 5 ccm Wasser dialysieren gegen 
20 ccm Wasser. 

Dauer der Dialyse im Brutschrank 36 Stunden. 


Tabelle I. 


| Nach der Dialyse 





in der Außenflüssigkeit | in der Innenflüssigkeit (Milch) 
| mg«Proz. 


FE -. .— 


a p 


Bezeichnung | 
ezeichnung | mg»Proz. 




















15. Versuch. 


-Versuchsanordnung wie beim 14. Versuch. 
Dauer der Dialyse 48 Stunden bei Zimmertemperatur. 


Tabelle II. 





SE ——— 


| Nach der Dialyse 
| in der Außenflüssigkeit in der Innenflüssigkeit (Milch) 
mg»Proz. mg-Proz. 


hi | ® | M Ge Ir ` 
ai 22,6 21,0 6,6 














Bezeichnung | 
| 








27,0 
b) 7,2 9,2 6,6 33,0?) 
c) 16,2 16,0 6,6 34,0 
16. Versuch. 


Versuchsanordnung wie beim 14. Versuch (Rohmilch). 
Dauer der Dialyse 36 Stunden bei Zimmertemperatur. 


1) Die bakterielle Zersetzung wurde durch Toluolzusatz verhütet. 
2) Niederschlag. 


Verteilung des Ca und anorganischen P in der Milch. T 


Tabelle III. 





Nach der Dialyse 





Bezeichnung in der Außenflüssigkeit | in der Innenflüssigkeit (Milch) 











| mg+Proz. mg»Proz. 
| Ca op | pau | © IP 
SE e E geo Be Base e | = = Ed STAEN EAE ee ge ES EC 
a i 34,4 21,0 6,7 Ä 62,0 30 
b) | 7,0 6,4 6,5 70,8 (?) 42 
el | 124 13,5 | 66 | 74 36 
17. Versuch. 


Versuchsanordnung wie früher (aufgekochte Milch). 
Dauer der Dialyse 48 Stunden bei Zimmertemperatur. 























Tabelle IV. 
; j Nach der Dialyse o u 
Bee nn in der Außenflüssigkeit in der Innenflüssigkeit (Milch) 
mg»Proz. mg»Proz. 
| Ca | P | Pu Ca | P 
SNE | a Bee meh ES meet a De 
a) 19,0 17,0 6,6 44,5 23,0 
b) ` 6,4 8,0 6,5 86,2 30,5 
c) 11,4 | 11,0 6,7 81,0 31,0 
18. Versuch. 


Versuchsanordnung wie früher (aufgekochte Milch). 
Dauer der Dialyse 72 Stunden bei Zimmertemperatur. 


Tabelle V. 














| Nach der Dialyse 


Bezeichnung in der AuBenflüssigkeit || in der Innenflüssigkeit (Milch) 
| mg-Proz. mg»Proz. 
ac | P |! Pu Ca | P 











Pu 


ai | 302 23,0 6,7 58,0 21,0 
b) 4,0 8,5 6,3 87,0 33,0 
c) | 15,4 16,0 | 6,6 75,0 30,0 


Ergebnisse: Tryptische Verdauung der Milch führt bei unveränderter 
H-Ionenkonzentration zu einer Erhöhung des diffusiblen Kalk- und Phosphat- 
anterls. 

Diese wichtige Tatsache steht mit der Auffassung der Autoren, die 
das indiffusible Kalkphosphat der Milch mit Hilfe des Caseins in Suspension 
gehalten denken, in deutlichem Gegensatz. Nach Ansicht dieser Autoren 
dürfte ein Abbau des Caseins bei unverändeter H-Ionenkonzentration, 
d. h. bei neutraler bzw. leicht saurer Reaktion der Milch zu einer Ausfällung 
des früher in Suspension gehaltenen Kalkphosphats führen. Unsere mit- 
geteilten Versuche über tryptische Verdauung der Milch stehen übrigens im 
besten Einklang mit ähnlich angestellten Versuchen am Knorpeleiweiß, 
über die wir früher schon gemeinsam mit Freudenberg berichtet haben. 
Bei der tryptischen Verdauung von mit Ca beladenen Knorpelstücken 
spaltet sich Ca ab und ließ sich durch Dialyse als diffusibel nachweisen. 
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Auch am Beispiel der Milch nehmen wir den gleichen Vorgang an. Primär 
wird Ca diffusibel, das auch Phosphate mit sich reißt, die nur mittelbar mit 
Hilfe des Ca an das Caseinmolekül gebunden sind. Konnte diese Tatsache, 
daß unter Säurezusatz Ca-Phosphat diffusibel wird, mit der besseren Löslich- 
keit der Kalkphosphate bei saurer Reaktion in Beziehung gebracht und so 
im Sinne der früher herrschenden Anschauung verwertet werden, so sprechen 
unseres Erachtens die Versuchsergebnisse, wie wir sie nach tryptischer 
Verdauung der Milch gewonnen haben, für das Vorhandensein einer kom- 
plexen Kalkphosphat-Casein-Doppelverbindung. 

Untersuchungen über die tryptische Verdauung des Caseins verdanken 
wir Biffi, einem Schüler Salkowskis (1898), sowie später Plimmer und 
Bayliss (1905). Bei der tryptischen Verdauung geht der Caseinphosphor 
nach den erwähnten Autoren völlig in Lösung. 

27 bis 35 Proz. des gelösten Phosphors ist anorganischer Natur (wird durch 
Magnesismixtur gefällt) und der Rest befindet sich in organischer Bindung. 
Die Untersuchungen wurden am nach dem Verfahren von Hammarsten 
hergestellten Casein ausgeführt. Die Versuche mit der tryptischen Ver- 
dauung der Gesamtmilch ergaben bei uns keine absolute Zunahme der 
anorganischen Phosphate, sofern wir den dialysablen und undialysablen 
Anteil addieren. Es erhebt sich nun die Frage, wie Biffi, sowie Plimmer 
und Bayliss am Casein zu anderen Resultaten gelangt sind. Hier dürfte 
vielleicht an die neueren Untersuchungen von Bosworth und van Slyke 
erinnert werden. Dem nach dem Verfahren von Hammarsten hergestellten 
Casein haftet nach den erwähnten Autoren stets eine wechselnde Menge 
von anorganischen Phosphaten an. Das im isoelektrischem Punkt aus- 
gefällte, öfters gereinigte Casein soll nach Bosworth und van Slyke 0,71 Proz. 
P und nicht 0,85, wie angegeben, enthalten. Eine von uns untersuchte Probe 
Caseinum puriss. („Hammarsten‘‘-Merck) enthielt sogar 0,91 Proz. Gesamt- 
phosphor (verascht nach Neumann). Der Unterschied in der Menge des 
richtig organisch gebundenen Phosphors zum durch das Haften von an- 
organischen Phosphaten erhöhten Gesamtphosphor beträgt 0,20 Proz. 
(inithin etwa 27 Proz. des Gesamtphosphors). In der gleichen Größen- 
ordnung bewegen sich die Zahlen von Biffi, Plimmer und Bayliss, die sie 
für die Menge der anorganischen Phosphate nach der tryptischen Verdauung 
des Caseins angeben. Trypsin bringt die anorganischen Phosphate in Lösung, 
der organisch gebundene Phosphor, der mithin wirkliche Caseinphosphor, 
bleibt in organischer Bindung. 

Es soll noch weiterhin auf einen Nebenbefund Eeer werden. 
Ziehen wir einen Vergleich zwischen den Proben mit gewöhnlichem Wasser- 
zusatz und denen mit Zusatz von aufgekochter Pankreonlösung, so ergibt 
sich ein großer Unterschied im dialysierbaren Ca- und Phosphatanteil in 
den beiden Proben, und zwar führt Zusatz von aufgekochter Pankreaslösung 
zu einer deutlichen Erhöhung des indiffusiblen Ca- und Phosphatanteil. 
Im Sinne unserer Anschauung dürften wir von einer erhöhten Kalk- (und 
Phosphat-)bindung an das Casein sprechen. Worauf diese erhöhte Bindung 
beruht, vermögen wir nicht anzugeben. Wir dachten zuerst an die den 
Pankreontabletten beigemischte Gerbsäure. Entsprechende Versuche mit 
Zusatz von 1, bis 1 Proz. Tanninlösung zur Milch ergaben aber ein völlig 
negatives Resultat. 

Zum Schluß sollen noch einige Versuche mit der gleichen Versuchs- 
anordnung wie oben, jedoch nicht an Milch, sondern an gereinigter Casein- 
lösung ınitgeteilt werden. 
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19. Versuch. 


l Proz. Caseinlösung in n/100 NaOH 30 ccm, dialysieren gegen 30 ccm 
Ca-Lösung (5 cem 10proz. CaCl,-Lösung auf 500 ccm). Zu der Caseinlösung 
wurden vorher 2 ccm n/l Phosphorgemisch (pu = 6,7) zugefügt. Dadurch 
reichert sich das Casein an Ca und Phosphat an. Behandlungsdauer 
48 Stunden. Nachher wird die CaCl,-Lösung durch reines Wasser ersetzt. 


a) Zur Caseinlösung zwei Tabletten Pankreon. 
b) Zur Caseinlösung 0 Tabletten Pankreon. 


Dialyse bei Zimmertemperatur weitere 36 Stunden. 
Analyse der caseinfreien Außenflüssigkeit ergibt: 


l. Ca = 3,4 mg-Proz., P = 18,0 mg-P’roz. Du 6,4. 
2. Ca = 2,4 mg-Proz., P = 13,5 mg-Proz. pu 6,5. 


20. Versuch. 


Versuchsanordnung wie beim 19. Versuch. Dialyse mit Pankreon 
(Verdauung) findet im Brutschrank statt. Dauer 20 Stunden. 


l. Ca = 2,8 mg-Proz., P = 11,5 mg-Proz. py 6,3. 
2. Ca = 1,0 mg-Proz, P = 3,4 mg-Proz. pu 6,6. 


21. Versuch. 


Versuchsanordnung wie beim 19. Versuch. Dialyse mit Pankreon 
(Verdauung) findet im Brutschrank statt. Dauer 24 Stunden. Statt 
Pankreonpastillen wurden dem Casein cine 1:50 Pankreonlösung zugefügt. 


l. Ca = 10,2 mg-Proz., P = 11,6 mg-Proz. Du 6,3- 
2. Ca = 2,4 mg-Proz., P = 5,6 mg-Proz. py 6,1. 


22. Versuch. 
Na-Caseinatlösung ohne Vorbehandlung, sonst wie beim Versuch 21. 
l. P in Spuren nicht über 0,4 mg-Proz. 
2: Ëss 


Auch die Pankreonlösung enthielt nur (nicht genau bestimmbare) 
Spuren von Phosphaten. 

Wir sehen also aus den letzten mitgeteilten Versuchen, daß aus einer 
mit Ca-Phosphaten angereicherten Caseinlösung bei der tryptischen Ver- 
dauung des Caseins Ca ebenso wie Phosphate diffusibel werden. Dies immer 
bei unveränderter H-Ionenkonzentration. 


Zusammenfassung. 


l. Der indiffusible Phosphatanteil wird in der Frauenmilch und 
Kuhmilch genau zahlenmäßig bestimmt. Der Nachweis erfolgte durch 
Ultrafiltration, sowie durch Analyse der sogenannten Labmolke. In 
der Kuhmilch beträgt der undialysable anorganische Phosphor etwa ` 
OU bis 60 Proz., in der Frauenmilch etwa 30 bis 40 Proz. der Gesamt- 
phosphate. Die neueren entgegengesetzten Angaben von Bosworth und 
van Slyke werden somit. bezüglich der Frauenmilch, hinfällig. 

2. Säuerung der Milch führt zu einer Erhöhung der diffusiblen 
Ca- und Phosphatanteile, sowohl in der Kuh- wie in der Frauenmilch. 
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Im isoelektrischen Punkte des Caseins ist die Gesamtmenge des Ca 
und der Phosphate in der Molke frei gelöst. 

3. Tryptische Verdauung der Milch führt ebenfalls zu einer Er- 
höhung der diffusiblen Ca- und Phosphatanteile. Auf konstante H-Ionen- 
konzentration wurde geachtet. Entsprechende Ergebnisse zeitigten 
Versuche mit durch Ca und PO, vorbehandelter Caseinlösung. 

4. Es wird der Anschauung Ausdruck gegeben, daß zwischen 
dem Casein- und dem indiffusiblen Calciumphosphatgehalt der Milch 
nähere chemische Affinitäten bestehen, wie sie ähnlich von Freudenberg 
und György an zahlreichen anderen Eiweißarten (Geweben) auf Grund 
entsprechender experimenteller Versuche wahrscheinlich gemacht 
werden konnte. 
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Untersuchungen über die Schutzkolloidwirkung 
des menschlichen Blutserums. 


Von 


L. Farmer Loeb. 
(Aus dem Universitätsinstitut für Krebsforschung, Berlin.) 


(Eingegangen am 2. August 1923.) 


Viele hydrophile Kolloide besitzen die Eigenschaft, hydrophobe 
vor der Koagulation durch Elektrolyte zu schützen. Zustandsänderungen 
der Schutzkolloide bedingen Änderung ihrer Schutzwirkung. Das 
Studium der Schutzkolloidwirkung des Serums erschien daher geeignet, 
um Änderungen in seinem physikalisch-chemischen Verhalten erkennen 
zu lassen. — Die schützende Wirkung der einzelnen Serumeiweiß- 
fraktionen bzw. des Gesamtserums ist wiederholt am Goldsol unter- 
sucht worden (1, 2, 3, 4). Hierbei wurde aber die Untersuchung des 
nativen Serums sehr erschwert, da das Serum in niedrigen Konzen- 
trationen ausflockend anstatt schützend auf das Goldsol wirkt. Reit- 
slötter (l. c.) konnte durch Anwendung elektroendosmotisch gereinigten 
Serums die ausflockende Wirkung beseitigen. Freundlich und Loening (5) 
erblicken in einem Protamin, welches dem Clupeinsulfat nahesteht, 
die flockende Substanz. 

Um die elektroendosmotische Reinigung des Serums zu umgehen, 
habe ich als hydrophobes Sol Kongorubin verwandt, dessen physi- 
kalisch-chemisches Verhalten durch die eingehenden Arbeiten Wo. Ost- 
walds (6) und H. Lüers (7, 8, 9) studiert worden ist. Seine Verwendung 
hat gegenüber dem Goldsol viele Vorteile: Man kann leicht ein gut 
reproduzierbares Sol herstellen, das Schutzkolloid (in diesem Falle 
Serum) braucht nicht so weitgehend wie beim Goldsol verdünnt zu 
werden und vor allem wird es nicht durch Serum geflockt. H. Lüers (9) 
* hat die Anwendung des Kongorubins zur Untersuchung des Liquor 
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cerebrospinalis empfohlen, M. R. Bonsmann (10) hat es auch zur 
Prüfung der Schutzwirkung des Serums verwandt!). 


Versuchsmethodik. 


Zu meinen Untersuchungen benutzte ich Kongorubin von Agfa. Es 
wurde nach den Vorschriften Lüers (l. c.) in 0,l proz. Lösung hergestellt: 
0,05.g Kongorubin werden in einer Reibschale mit 0,5 ccm reinem säure- 
freien 96 proz. Alkohol etwa 1 Minute lang gut verrieben, und unter weiterem 
Reiben werden 49,5 ccm CO,-freies destilliertes Wasser zugegeben. Vor 
dem Gebrauch kochte ich das CO,-freie Wasser nochmals auf und benutzte 
das Wasser noch angewärmt. Das so hergestellte Sol, welches hochrot ist, 
wurde vor dem Gebrauch 1 Stunde lang im Dunkeln stehengelassen und nicht 
länger als 10 Stunden aufbewahrt. Das Serum wurde mit 1l proz. KCI-Lösung 
und einer m/15 Phosphatpufferlösung nach Sörensen (Py = 7,36) zu gleichen 
Teilen zehnfach verdünnt. Zu je 0,5 ccm Kongorubinsol wurde das Serum 
in steigenden Mengen, in geometrischer Progression, zugegeben. Die Serum- 
menge betrug 0,25 bis 0,59ccm; die Reihe hatte den Quotienten 1,1. 
30 Minuten nach Zugabe des Serums wurde das Gemisch mit m/15 Phosphat- 
pufferlösung (0,5 ccm, Du = 7,36) und CO,-freiem destillierten H,O auf 
2,5 ccm aufgefüllt. Das Kongorubinsol kam somit in eine Endkonzentration 
von 0,01 Proz. zur Verwendung. Der Inhalt der Röhrchen wurde gut durch- 
mischt. Die Ablesung erfolgte nach weiteren 15 Minuten, und zwar wurde 
dasjenige Röhrchen herausgegriffen, bei dem gerade noch ein deutlicher 
Umschlag nach Blauviolett wahrnehmbar war, d. h. diejenige Serummenge 
wurde bestimmt, die gerade noch nicht zum Schutz des Kongorubinsols aus- 
reichte. Dieses Versuchsschema ist nach Ostwald modifiziert. Die Reihe 
wurde nach Bedarf nach oben und unten verlängert. 

Zu der angegebenen Versuchsanordnung haben mich folgende Vor- 
versuche geführt. — Wie eingangs erwähnt wurde, bereitete den Unter- 
suchern, die die Schutzwirkung des Serums am Goldsol prüften, die aus- 
flockendeWirkung des Serums in niedrigen Konzentrationen große Schwierig- 
keiten. Diese Flockung könnte durch Eiweißabbauprodukte, die auf das 
Goldsol flockend wirken, oder auch infolge einer Sensibilisierung im Sinne 
von Freundlich und Brossa (11) bewirkt werden. H. Liers fand, daß das 
Kongorubinsol weder durch Albumosen geflockt noch durch Proteine in 
starker Verdünnung sensibilisiert wird. Um diese Verhältnisse beim Serum 
zu prüfen, untersuchte ich den Einfluß von Serum in der Verdünnung 
von 1:10000 bis 1:85 auf Kongorubinsol. Eine Verfärbung des hochroten 
Sols war nicht wahrnehmbar. Auch eine Sensibilisierung, die sich darin 
äußert, daß das hydrophobe Sol nach Zugabe ganz geringer Mengen des 
Schutzkolloids durch eine geringere Salzmenge geflockt wird als das reine 
Sol (ohne Schutzkolloid) konnte nicht festgestellt werden. Aus den Unter- 
suchungen von Lüers (l. c.) sowie L. Michaelis und Timenez-Diaz (12) 
geht hervor, daß das Kongorubin sehr empfindlich gegen Änderungen der 
H-Ionenkonzentration ist; besonders genügen bei Gegenwart von Neutral- 
salz sohr kleine H-Ionenmengen, um den Farbumschlag von Rot nach Blau 


1) Anm. bei der Korrektur: Nach Einreichung vorliegender Arbeit 
erschien von J. Polo und H. Lax, diese Zeitschr. 189, 482, 1923. ‚‚Unter- 
suchungen über die Schutzwirkung des Blutserums gegenüber Kongorubin‘“. 
Unsere Befunde stimmen in vielen gut überein. 
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zu bewirken. Um unter genau vergleichbaren Verhältnissen arbeiten zu 
können, hielt ich es für nötig, den Inhalt der Röhrchen zu puffern, da das 
Serum in den angewandten Konzentrationen (1: 200 bis 1:85) nicht aus- 
reichend als Puffer wirkt. In einer Versuchsreihe stellte ich fest, daß der 


 Salzgehalt einer m/3, m/15, m/30 Phosphatpufferlösung (bei annähernd 
` gleichem py) den Umschlagspunkt einer geschützten Kongorubinlösung 


nicht beeinflußt. Das pr wurde stets elektrometrisch gemessen; die Serum- 
verdünnungen wurden in U-Elektroden untersucht. 

















Tabelle I. Tabelle II. 

Py elektrometrisch gemessen. Py elektrometrisch gemessen. 
ur: 3 | 83, „ss = 35, 
SES = 532 a SS of , 98352 

Nr. |! GER d 3323 Nr. Lë e D e S A325 
Tu 5, O| = g 523 SS SE = g 52% 
"Se £ kd: Séi d 9 g 
JI M5 , S | Ss SSC Be: 2 Sp O 
l 1 | 736 u 0,037 l t/s | 581 0,030 
DA 7,40 | 0,037 | 6,96 0,033 
` Lag 7,43 0,037 l 7,66 0,033 

in E 7,36 0,040 SSC 5,96 0,037 
Es 7,40 0,040 | 7,00 0,040 
, Ho 7,43 | 0,040 ' 7,79 0,040 

ST Gë 136 | 0054 3 | Ip 5,96 | 0030 
e 7,40 0,054 7,00 0.033 
O Ha 7.43 0.054 | 779 | 0033 

4 | 1%, 7,36 0,040 4 Gë 5,96 0,030 
| a i 7,40 0,040 | 7,00 0,033 
1 l Í 30 7,43 0,040 | 7,80 0,033 





Weiterhin wurde der Umschlag bei gleicher Molarität unter Änderung 
der H-Ionenkonzentration untersucht. 

Dann verglich ich den Umschlag zwischen einer gepufferten und un- 
gepufferten Reihe. Zur Messung gelangte dasjenige Röhrchen, bei dem 
gerade noch ein Umschlag nach Blauviolett wahrnehmbar war. Zur Be- 
stimmung des py wurde der Inhalt des Röhrchens nochmals, ohne Kongo- 
rubin, zusammengesetzt. 











Tabelle III. 
py elektrometrisch gemessen. 
a Se Serie die SE nicht Zum See, ` WW E Pu 
Ne eh e — 0 der m/15 Phosphat: 
| A. ohne Puffer | Dn i B. mit Puffer Pu ` l pu erlösung 

l 0,040 659 ° 0,040 | 7,14 7,36 

2 0.033 642 oe 736 

3 0,040 6,76 0,040 713 7,31 

4 0,033 6,73 0,033 6,99 | — 

5 0,040 | 618 |; 0,044 78 7,36 

6 0.037 6,46 0,037 716 | 7,32 
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Da das Kongorubin-Serumgemisch mit H,O auf 2,5 ccm aufgefüllt 
wird, so wäre es möglich, daß die Serumeiweißkörper in der verdünnten 
Salzlösıng gewisse Veränderungen erleiden. Folgende Reihen sollten 
hierüber Auskunft geben. Ein Unterschied wurde in beiden Reihen nicht. 
beobachtet. 


Tabelle IV. 

A. Kongorubin + Serum 30 Minuten stehengelassen; dann H,O + KC1- 
Lösung in dasselbe Röhrchen zugegeben. Nach weiteren 15 Minuten 
abgelesen. 

B. Kongorubin + Serum in einem Röhrchen, H,O + KCl-Lösung in einem 
zweiten Röhrchen; nach 30 Minuten Inhalt beider Röhrchen ver- 
mischt und dann nach 15 Minuten abgelesen. 





zum Schutz ausreichen zum Schutz ausreichen 








| ccm Serum, die gerade nicht cem Serum, die gerade nicht 











Nr. 2 í Nr. Geer EH 
! in A | in B in A | in B 

I | 0,037 0,037 5 | 0,033 0,033 

22.008 | 0,033 GI 0,033 0,033 

3 | 0,037 i 0,037 7 | 0,040 0,040 

LI oos | 0037 8 | 0.044 0.044 


Um festzustellen, ob das ‚Altern‘ des Serums sich in einer Änderung 
seiner Schutzwirkung bemerkbar macht, wurde in einer Anzahl von Fällen 
das Serum 4, 24, 48 und 72 Stunden nach der Entnahme untersucht. 
Ein deutlich wahrnehmbarer Einfluß des Alterns ging aus diesen Ver- 
suchen nicht hervor. Vielleicht wäre die Beobachtung der raschen Koagu- 
lation geeigneter, um einen Einfluß des Alterns erkennen zu lassen. 


Versuchsergebnisse. 


Untersucht wurden über 200 verschiedene Sera. Hierbei zeigte 
sich, daß pathologisch veränderte Sera häufig wesentlich geringere Schutz- 
wirkung haben als Normalserum. 0,033 bis 0,037 ccm Normalserum 
schützen mit großer Konstanz 0,5cem Kongorubinsol vor der Aus- 
flockung durch 2,5 cem n/2 KClI-Lösung. Die Untersuchung dea Gesamt- 
eiweißgehaltes und des Albumin- und Globulingehaltes der Sera ergab, 
daß die Schutzwirkung in weiten Grenzen nicht vom Gesamteiweiß- 
gehalt, sondern vom Gehalt des Serums an Albumin abhängt. Sera 
mit normalem Albumingehalt schützen besser als pathologisch ver- 
änderte, bei denen das Albumin oft weitgehend vermindert ist. Am 
besten gehen diese Verhältnisse aus nachstehender Tabelle V hervor. 
Besonders deutlich sind Fälle Nr. 12, 18, 19, 20, 24, 28, 29, 34, 35, 
40. Einige Fälle (Nr. 6, 8, 11, 14, 39) lassen sich allerdings nicht mit 
den meisten anderen in Einklang bringen. Ich glaube aber dennoch, 
daß die große Mehrzahl der Befunde, besonders die bei Normalserum 
erhobenen, für die Richtigkeit der oben geäußerten Auffassung spricht. 
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Tabelle V. 
SEE | mg in 0,10 ccm Serum g in 100 ccm Serum 
RS Se mm 2 Eure " oe e 
dëi? | 2 
E o 
Nr. Diagnose ED E $ $ : P 
E 25 5 5 2 g 5 2 
ı 833 £ < $ = < 
| parah © < © | č 5 
ı |Normalfall ..... | 0,030 | 1,291 | 0,916 | 0,375 8,07 | 5,72 | 2,35 
2 R 0,030 1,369 | 0,932 : 0,437 | 8,56 | 5,82 | 2,74 
3 | A | 0,030 || 1,195 | 0,874 0,321 . 7,47 | 5,46 | 2,01 
4| x 0,030 || 1,347 | 0,890 0,457 8,42. 5,57 | 2,85 
5 i | 0,033 || 1,222 | 0,818 0,404 7,64 | 5,11 | 2,53 
i | ir war 0.030 | 1.212 | 0,766 , 0,446 7,58 | 479 | 279 
7 ‚Ca. portio . . . 0,059 | 0,979 | 0,560 | 0,419 | 6,12 | 3,50 | 2,62 
in e 10,040 | 1,316 | 0,848 | 0,468 | 8,23, | 5,30 , 2,93 
9 ‚Ca. mammae . || 0,040 || 1,262 | 0,680 | 0,582 | 7,89 | 4,25 3,64 
10 "Ca hepatis `... 0,071 || 0,895 | 0,400 | 0,495 | 5,59 | 2,50 | 3,09 
Il |Ca. mammae . . . . || 0,037 | 1,387 | 0,636 | 0,751 || 8,67 | 3,98 | 4,69 - 
12 |Sarkom der Bauchdecken . || 0,040 || 1,340 | 0,666 | 0,674 | 8,38 | 4,16 | 4,22 
13 |Sarkom (Oberkiefer) || 0,037 || 1,414 | 0,878 | 0,536 : 9,04 | 5,49 | 3,55 
H |Mediastinaltumor . . | 0,033 || 1,164 | 0,578 | 0,586 | 7,28 | 3,62 | 3,66 
15a |Ca. portio. . || 0,049 | 1,208 | 0,554 | 0.654 . 7.55 | 3,47 | 4,08 
bb’, „ . || 0,040 | 1,170 | 0,700 | 0,470 © 7,32 | 4,38 | 2,94 
` N NG een 0.033 | 1,468 0,818 | 0,647 || 9,16 | 5,11 | 4,05 
a e De EE EC | 0,037 || 1,123 | 0,722 | 0,401 | 7,02 | 4,51 | 2,51 
18 Co. prostatae .. | 0,040 || 1,040 | 0,699 | 0,341 || 6,50 | 4,27 | 2,23 
19 Ca. portio. . 0,044 | 1,388 | 0,630 | 0,758 | 8,68 | 3,94 | 4,74 
% Ca. ventriculi . 0059 | 1,033 | 0,515 | 0,518 | 6,46 | 3,22 | 3,24 
2l |Sarkoma testis . . ! | 0,037 | 1.212 | 0,697 | 0,515 | 7,58 | 4,37 | 3,21 
2 Joe D lat... , | 0,030 | 1,362 | 0,873 0,479 | 8,45 | 5,45 | 3,001) 
Bi. 18 22. 10,088 || 1,376 | 0,862 ' 0,514 | 8,60 | 5,39 | 2,212) 
EN ie VE ER | 0,049 | 1.400 | 0400 1000| 875| 251 | 6243) 
w . I ` 0.033 , 1.378 | 0,809 : 0.569 | 861 | 5.06 | 3,55%) 
wn "o - - 110.037 |. 1,274 | 0.755 | 0,519 | 7,96 | 4,72 | 3,245) 
A E . || 0,033 |; 1,369 | 0,794 0,575 || 8,56 | 4,96 | 3,606) 
Sta: : a era 0,040 || 1,330 | 0,694 0,636 | 8,31 | 4,34 | 3,977) 
RE : GëfgrOEe 0,037 | 1,371 | 0,780 0,591 | 8,57 | 4,87 | 3,708) 
3% Gran. mens. II 0,037 ` 1,165 ' 0,743 . 0,422 | 7,29 | 4,64 | 2,65 
(ge ~ e M 0,033 ' 1,305 0,808 ' 0,497 | 8,16 | 5,05 | 3,11 
a ` -- Pn 0.037 : 1,327 0,762 | 0,565 | 8,30 | 4,76 | 3,54 
u: = ft 0,037 | 1,260 0,766 i 0,494 ı 7,88 | 4,79 | 3,09 
34 3 5 > 0,040 | 1,074 0,549 0,525 , 6,71 | 3,43 | 3,28 
35 = 8 K 0,044 1,083 (,595 0,488 | 6,77 | 3,72 | 3,05 
A, , „VI-VII . . 0,037 1,240 0,699 ; 0,541 7,75 | 4,37 | 3,48 
E „ VIII . . | 0,040 1,176 0,685 0,491 7,35 | 4,28 | 3,07 
388 Ulcus moll. . . . . "0,037 1.324 0,706 0,618 | 8,28 | 4,41 | 3,87 
39 Grippe (Bronchitis) . ' 0,040 |, 1,464 0,812 0,652, 9,15 | 5,06 | 4,09 
40 Lymphdrüsen-Tbe. . 0,044 1,392 0,613 0,779 | 8,70 | 3,83 | 4,87 
T Tuberkulose Drüsen?. . . | 0,037 1,260 | 0,770 | 0,490 7,88 | 4,81 | 3,07 
42 EEE N 0.037 | 1,260 | 0,812 | 0,448 | 7,88 | 5,08 | 2,80 
D Vagotonie . .... ' 0,040 1,189 | 0,697 , 0,492 7,43 | 4,36 | 3,07 
4 ‚Totalextirpation b. Ca. uteri ` 0,033 1,173 0,834 | 0,339 | 7133| 522 ' 21] 
' | i Í i | - 
1) Wa,sR. negativ. 2) Wa.R. negativ, S»G.++++. 3) WaR. zitt, "Wach, +++ 
WaR. negativ, S.G. +. ©) WasR. ++++, SG. HHE. "Wach, iii, SG. +++ 


16 L. Farmer Loeb: 


Beim Goldsol liegen die Verhältnisse umgekehrt: Die Schutzwirkung 
des Albumins auf Goldsol ist geringer als die des Globulins ( Reitstötter. 
Heubner und Jakobs, Lei Einen ähnlichen Unterschied in der Schutz. 
wirkung hat auch Wo. Ostwald (l. c.) für Gelatine beobachtet. Die 
Goldzahl der Gelatine ist sehr klein, ihre Rubinzahl bedeutend größer. 

Das Eiweiß wurde als Gesamtstickstoff in 1 ccm 1: 10 verdünnten 
Serums nach Kjeldahl bestimmt. Die Destillation geschah nach der 
Angabe von Ivar Bang; als Vorlage diente n/50 H,SO,. Der Rest- 
stickstoff, der in einigen Fällen zur Kontrolle bestimmt wurde, wurde 
hierbei nicht berücksichtigt. Das Albumin wurde nach folgender (ein 
wenig modifizierter) Methode von R. Henley (13) bestimmt (Henley 
benutzt die zehnfachen Mengen der unten angegebenen). 1 ccm Serum 
wird in einem 10 cem-Meßkolben mit 6 bis 7 ccm gesättigter, stickstoff- 
freier MgSO,-Lösung und 1,2 g stickstofffreiem, gepulvertem MgSO, 
versetzt. Der Meßkolben kam bis zur völligen Lösung des MgS0, 
in den Brutschrank (+ 37°), wurde dann bis zur Marke mit gesättigter 
MgSO,-Lösung aufgefüllt und blieb über Nacht im Brutschrank. Der 
entstandene Niederschlag (das Globulin) wird abfiltriert, eventuell unter 
Benutzung gehärteter Filter, und in l cem Filtrat der Stickstoff wie 
oben bestimmt. Durch Subtraktion des Albuminstickstoffs vom Gesamt- 
stickstoff wird der Globulinstickstoff ermittelt und durch Multiplikation 
mit 6,25 Albumin und Globulin berechnet. 

Die Größe der Schutzwirkung verläuft aber in quantitativer Hin- 
sicht, wie aus Tabelle V hervorgeht, nicht parallel dem Albumingehalt. 
Es dürften also noch andere Faktoren für die Größe der Schutzkolloid- 
wirkung eines Serums in Frage kommen. Vermutlich spielt auch der 
Dispersitätsgrad der Serumeiweißkörper hierbei eine Rolle. Auf Grund 
von Untersuchungen über den Einfluß des Erhitzens des Serums auf 
seine Schutzwirkung (s. weiter hinten) glaube ich, daß Sera mit ver- 
mindertem Dispersitätsgrad verminderte Schutzwirkung haben. Diese 
beiden Momente — verminderter Albumingehalt (oder auch vermehrter 
Globulingebalt) und herabgesetzte Dispersität — würden nach dem 
heutigen Stande unserer Kenntnisse nicht in Widerspruch miteinander 
stehen. 

Um die Schutzwirkung des Albumins und Globulins für sich allein 
zu prüfen, wurden die einzelnen Fraktionen durch mehrtägiges Dialy- 
sieren des Serums gegen fließendes Wasser und nachträgliches Ein- 
leiten vori CO, getrennt. Das ausgefallene Globulin wurde in 0,85 proz. 
NaCl-Lösung wieder gelöst, das salzfreie Albumin durch Zugabe von 
NaCl mit dem Serum wieder isotonisch gemacht. Der Prozentgehalt 
der Fraktionen wurde durch Kjeldahlisieren bestimmt. Eindeutige 
Ergebnisse wurden nicht erzielt, da in den Globulinreihen nach einiger 
Zeit Flockung eintrat. 


Tabelle VI. 
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Einfluß des Erhitzens. 

Um Zustandsänderungen des 
Serums herbeizuführen, wurde es 
l Stunde auf 56 bis 62° erhitzt; es 
nahm seine Schutzwirkung propor- 
tional der Erhitzung zu. Zur Er- 
klärung dieser Erscheinung möchte 
ich mit P. Hirsch und M. Liebers (14) 
annehmen, daß die Erhitzung, wie 
sie zeigen konnten, zu einer Di- 
spersitätsgraderhöhung der Serum- 
ciweißkörper führt. Lüers (l. c.) fand 
bei seinen Untersuchungen, daß 
die Schutzwirkung einer Gelatine- 
lösung ebenfalls durch Erhitzen 
zunimmt. Daß der Dispersitäts- 
grad einer Gelatinelösung durch Er- 
hitzung erhöht wird, ist bekannt. 
Meine Befunde beim Serum stimmen 
mit denen von Lüers bei Gelatine 
überein. 

In einer Reihe von Fällen unter- 
suchte ich den Albumingehalt der 


Sera vor und nach der Erwärmung. 
Es zeigte sich hierbei, daß der durch 


 _Magnesiumsulfat füllbare Anteil des 


Serums vermehrt war, und zwar 
nahm dessen Menge proportional der 
Erhitzung zu. L. Moll (15), der zu- 
erst auf diese Erscheinung aufmerksam 
gemacht hat, behauptet, daß es sich 
um Umwandlung des Albumins in 
Globulin handelt. Da, wie oben gezeigt 
wurde, die Schutzwirkung des Serums 
bei Erhitzung auf 56 bis 62° zunimmt 
und die Schutzwirkung des nativen 
Serums vom Albumingehalt abhängt, 
so hätte man erwarten müssen, eine 
Zunahme des Albumins zu finden. 
Die Zunahme der Schutzwirkung 
bei gleichzeitiger Zunahme der durch 
Magnesiumsulfat fällbaren Eiweiß- 
fraktion (,‚Globulin‘‘) spricht nach 
meiner Meinung dafür, daß es sich 


nicht um wirkliche Umwandluna des 


AlbuminsinGlobulinim physikalisch- 
chemischen Sinne handelt. 
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Daß es sich auch nicht um Umwandlung im chemischen Sinne handelt, 
haben R. Obermayer und R. Wilheim (16) zeigen können. 


Einen Einfluß der Erwärmung auf das Kongorubinsol, über den 
Ostwald (l.c.) in anderem Zusammenhang berichtet, möchte ich noch 
erwähnen. Ostwald konnte zeigen, daß bei erhöhter Temperatur eine 
höhere Elektrolytkonzentration zum Umschlag des Kongorubinsols 
erforderlich ist. Mir fiel auf, daß sämtliche Sera eine Zeitlang außer- 
ordentlich stark schützten; und zwar betrug zu dieser Zeit die 
Zimmertemperatur des Laboratoriums 300°. Um dieser Erscheinung 
nachzugehen, stellte ich parallele Versuchsreihen an, von denen die 
eine 15 Minuten lang in ein Wasserbad von 30° gebracht wurde, die 
andere kam ebenso lange in den Kühlschrank. Wie aus nachstehender 
Tabelle VII ersichtlich ist, wurde das auf x 30° erhitzte Kongorubinsol 
durch das Serum sehr weitgehend vor der Ausflockung durch K Cl 
geschützt. 


Tabelle VIT. 

E l i GE SR | | on un 
Temperatur "e nicht ' Temperatur EE 

Nr. Achen sain) Dr Afen. sain 
| reichen \ reichen 
aus |<0025 | 3 | 29 0.030 
20 0,040 17 0,040 
2:30 0,027 | 4 : 30 | 0,07 
I 14 0,040 i 16 | 0,059 
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Serologische und biochemische Studien über das Hämolysin 
des Fränkelschen Gasbrandbazillus. 


Von 
0. Wuth. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für experimentelle Therapie 
und Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. Augusti 1923.) 


Klinik und Pathologie der menschlichen und tierischen Gasbrand- 
erkrankungen haben schon vor Jahren die Anregung zum Studium 
der hämolytischen Wirkung der Erreger dieser Krankheiten gegeben. 
Hauptsächlich hat sich Eisenberg mit dieser Frage beschäftigt. Die 
Ergebnisse der einzelnen Forscher zeigen keineswegs Übereinstimmung. 
Der Hauptgrund für diese Unstimmigkeit dürfte in der damaligen, 
zum Teil noch heute bestehenden Schwierigkeit der exakten Klassi- 
fizierung der verschiedenen Gasbranderreger begründet sein. Es läßt 
sich heute rückblickend nie mit Bestimmtheit sagen, welche Art von 
Erregern dieser oder jener Forscher in Händen hatte. Eine weitere 
Schwierigkeit in der Beurteilung der früheren Ergebnisse, die allerdings 
mehr die Erforschung der Toxine als die der Hämolysine betrifft, ist 
der Umstand, daß sich in den Kulturmedien mitunter giftige Sub- 
stanzen bilden, über deren Natur und Konstitution wir nichts Näheres 
wissen, die jedoch durch Thermostabilität, Unwirksamkeit als Antigen 
und blitzartige Wirkung ohne jede Inkubationszeit die Annahme 
nahelegen, daß sie nicht zu den echten Toxinen gerechnet werden 
können (Krampfgifte). 

Nachdem Ficker ein aus Kulturen des Bazillus des malignen Ödems 
gewonnenes thermolabiles, durch Serumversuche als spezifisch er- 
wiesenes Hämotoxin mit Antigencharakter beschrieben und ich es 
weiter bearbeitet hatte!), habe ich mich der Erforschung der hämo- 
lytischen Wirkung des Welch-Fränkelschen Bazillus zugewandt. 


1) Ficker, Med. Klinik 17, H. 45. Wuth, Beitr. zur biol. Kenntnis des 
Ödemgiftes, diese Zeitschr. 98, 1919. Wuth, Die Konstitution des Ödem- 
lysins, Münch. med. Wochenschr. 1919, Nr. 7. 
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Es gelang mir, aus der Kulturflüssigkeit des Fränkelschen Bazillus 
gut wirksame und zugleich bakterienfreie Hämatoxine zu erhalten. 
Die Züchtung der Erreger erfolgte auf neutraler, 2 Proz. Trauben- 
zucker enthaltender Bouillon unter Kreidezusatz und Luftabschluß 
vermittelst Paraffin oder unter Wasserstoff. Das größte Gewicht ist auf 
die Keimfreiheit der Hämolysine zu legen. Denn ohne diese würden 
fast alle Versuche zu Trugschlüssen führen. Zentrifugieren, selbst 
langdauerndes und scharfes, gewährleistet keine Keimfreiheit, ein 
Umstand, der wohl durch die Viskosität des Kultursubstrates bedingt 
sein mag. Filtration durch Chamberland- und Berkefeldkerzen bedingt 
zu große Toxinverluste. Ich benutzte zur Filtration die von Ficker 
eingeführten Membranfilter der Fabrik de Haen und erzielte auf diese 
Weise Keimfreiheit ohne Giftverluste. Ehe ich nun zur Beschreibung 
des Hämolysins und zur Anführung meiner Versuche schreite, möchte 
ich kurz die angewandte Methodik angeben. 


Die Versuche wurden, wo nicht anders angegeben, mit 5proz. Hammel- 
blutkörperchenaufschwemmung in 0,85proz. Kochsalzlösung ausgeführt. 
Volumgleichheit wurde mit 0,85proz. Kochsalzlösung hergestellt. Nach 
Beschicken kamen die Röhrchen 2 Stunden in den Brutschrank von 37°, 
dann 12 Stunden in den Eisschrank, worauf die Ablesung der Resultate 
erfolgte. 


Ich habe insgesamt 24 Stämme vom Fränkeltyp geprüft, die mit Aus- 
nahme von vieren alle gut wirksames Hämolysin bildeten. Die Stämme, 
die nur in geringem Maße Hämolysin bildeten, waren meist lange Zeit 
auf künstlichen Nährböden fortgezüchtet worden, konnten jedoch nach 
Anfrischung wieder zur Hämolysinbildung angeregt werden. Eben diese 
Stämme zeigten im Tierversuch häufig geringe Virulenz, so daß immerhin 
bei dem Fränkelbazillus eine gewisse Beziehung zwischen Virulenz und 
Hämolysinbildung nicht ganz von der Hand zu weisen sein dürfte, wofür 
auch die schwere Blutschädigung in vivo im Gegensatz zum malignen Ödem 
zu sprechen scheint. Immerhin ist, wie ich betonen möchte, diese Beziehung 
keineswegs mit absoluter Regelmäßigkeit zu konstatieren. 


Wie aus nachstehender Tabelle I hervorgeht, ist das Fränkellysin schon 
nach ganz kurzem Wachstum nachzuweisen; nach 24 Stunden enthält die 
Kulturflüssigkeit stark wirksames Hämolysin. Nach einigen Tagen nimmt 
jedoch die hämolytische Wirksamkeit. der Kulturflüssigkeit wieder ab und 
schwindet schließlich vollständig. Dies Verhalten steht im Gegensatz zur 
Bildung des Hämolysins des malignen Ödems, bei w Eichen das Optimum 
zwischen dem 9. und 11. Tage liegt. 


Die Tabelle zeigt die progrediente Abnahme des Hämolysin- 
gehaltes der Kulturflüssigkeit bei Fortdauer der Züchtung über 
24 Stunden hinaus. 


Die Empfindlichkeit des Hämolysins gegen Luft und Altern ist recht 
beträchtlich. Beim Stehen im offenen Gefäß ist schon nach wenigen Stunden 
eine Abnahme des Iytischen Vermögens festzustellen. Selbst auf Eis und 
in gefrorenem Zustand büßt es an Wirksamkeit ein, wie Tabelle II zeigt. 
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Tabelle I. 
| | geg Grad der Lyse 
Nr. Fr. 177 Na CI Blut EE GE i 5 
l M  Itägig 2tägig 3 tägig 
l | 1,0 | — 0,5 o5 | cpt cpt cpt 
Ta 0,7 0,3 0,5 i cpt cpt cpt 
KR 0,4 | 0,6 0,5 cpt ept cpt 
1 0,1 0,9 | 0,5 Ä cpt cpt sst 
5 0,07 ı 0,3 0,5 cpt cpt st 
6 ou 06 1 05 | cpt s st st 
7o ou | o9 | 0 et et e 
8 0,007 03 085 m st | w 
9 0.004 | o6  oë bo wo © e | 0 
Im. 0001 0,9 05 o o nu ` 0 
ll = | ı0 | 05 | 0 | 0 | 0 
Tabelle II. 
Kultur von Fr. 177, 1 tägig u Fr. 67 | Fr. 276 
Nr. 

1. RE ge? A h, a h, | 1 tägig nach ges 1 tägig nach SN 
— —l- ee en ` de sW a l 
1|! cpt | cpt cpt cpt cpt cpt a st 
2' cpt cpt cpt cpt cpt cpt s st 
3 cpt cpt ept cpt 8 st cpt st 
4 cpt | cpt cpt st st 8 st m 
5, cpt ' cpt s st st st S st w 
6; cept |) cpt st m st | m 0 
7 | st m 0 m m , m 0 
8 m m d Spch 0 l st 0 
H | w 0 0 Speh 0 Spch 0 

oo | o o 0 o | oo 








Wo in den Tabellen die auf die Versuchsanordnung bezüglichen ersten 
Spalten fortgelassen sind, hat der Versuch genau wie in Tabelle I angegeben 
stattgefunden. Bezüglich der Anordnung der Versuche vergleiche auch die 
nachfolgende Arbeit von Kadisch. 

Die beste Art der Konservierung ist Aufbewahrung unter Lichtabschluß 
im kühlen Raum unter Wasserstoff oder im Vakuum. Carbolglycerin 
eignet sich nicht zur Konservierung. Nachstehende Tabelle III zeigt einen 
diesbezüglichen Versuch. 

za II L 








Cpt lösende Dosis 

















- vor 18 Tagen 0,2 Lyse 

d ge NaCl bei Vakuum, | H mit Carbols 

g konservierung | unter Si | glycerin 
l oso 0,7 | 0,5 | cpt | f cpt m st 
2086 i 0,9 0,5 cpt | cpt | w 
3; 04 1,1 0,5 | f cpt ept w 
4| 02 13 05 | w s st Spch 
5| 0,08 0,7 0,5 Sp w 0 
6 0,06 0,9 0,5 0 Sp d 
1 0,04 1,1 0,5 d Spch 0 
8 0,02 1,3 | 0,5 0 0 0 
9. 0,008 0,7 | 0,5 0 d 0 
10 0,006 | 0,9 0,5 | 0 | 0 0 
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Das Gift ist thermolabil, bei 60° wird es in kürzester Zeit vollkommen 
zerstört. ` 

















Tabelle IV. 
Fr. 177, enge 
paj d sıojr|s ai 
Lysis E le E E E opt | ept Be cpt sst| st m w Sp 0 
Nach Lia Stunde Wasserbad 
von 600 . . 2.2.2.2... 0 0:0 0)0,0],0),)0 0 0 


Gibt man zur Giftflüssigkeit 96proz. Äthylalkohol hinzu, so tritt eine 
Fällung ein; isoliert man die Fällung und löst sie in Kochsalzlösung auf, 
so besitzt nun die Kochsalzauflösung hämolytisches Vermögen, allerdings 
in schwächerem Maße als die ursprüngliche Giftflüssigkeit. Tabelle V zeigt 
einen solchen Versuch. 

Tabelle V. 


Fr. 177 mit Alkohol gefällt, zentrifugiert, der Niederschlag in Kochsalzlösung 
gelöst (0,1 Giftlösung löste 0,5 Blut cpt.). 


EEE E le 
Alkoholfällung . . .. . . Dr st | spi 0 ` d 0| 0 | 0 


Toxoidbildung bei durch Altern oder Erwärmung Be Toxin- 
lösungen konnte ich nicht nachweisen. Blutkörperchen, welche durch 
Digerieren mit geschädigtem Toxin vorbehandelt waren, wurden bei 
nschträglichem Toxinzusatz ebenso gelöst wie nicht vorbehandelte. 

Partialtoxine gegen verschiedene Blutarten konnten mit Sicherheit 
weder festgestellt noch ausgeschlossen werden; die Versuche fielen nicht 
eindeutig aus; vielleicht erlauben sie uns immerhin so viel zu sagen, daB wir 
das Bestehen von Partialtoxinen nicht für wahrscheinlich halten. Diese 
Versuche führten zur Frage der Adsorbierbarkeit des Hämolysins. Das 
Hämatoxin wird sehr leicht adsorbiert. Erythrocyten und fein gepulvertes 
Fibrin adsorbieren es aus seiner Lösung kräftig; wie folgende Versuche 
zeigen: 

3ccm Fr. 177 (cpt.-lösende Dosis 0,04) + 2,0 Fibrin. 2 Stunden 
digeriert, zentrifugiert, hämolytische Reihe gegen Hammelblut ergibt für 
Rohr 1 bis 10 keine Hämolyse. 

3ccm Fr.74 (cpt.-lösende Dosis 0,07) + 3 cem Hammelblutkörperchen 
(unverdünnt). 2 Stunden Eis, zentrifugiert, obenstehende Flüssigkeit ab- 
gesaugt, mit dieser hämolytische Reihe gegen Hammelblut. Ergibt keine 
Hämolyse. 

Auch Brei von Organen adsorbiert das Gift. Eingehende Versuche 
darüber, ob wie beim Ödemgift eine spezifische Bindung durch Hirnsubstanz 
stattfindet, habe ich nicht angestellt. Die Eigenschaft der Lipotropie 
scheint das Fränkelsche Lysin immerhin mit Ödemlysin gemeinsam zu haben. 

Tabelle VI zeigt einen dieser Versuche. Der Zusatz schon ganz geringer 
Mengen von Lecithin (Agfa) in methylalkoholischer Lösung genügt, um die 
hämolytische Wirkung stark herabzusetzen. Bei Zusatz von 0,01 ccm 
Lecithinlösung ist fast die sechsfache Dosis Gift zur Erzielung der kompletten 
Hämolyse notwendig, während bei Zusatz von 0,02 cem der l proz. Lecithin- 
lösung selbst die zehnfache Giftdosis völlige Hämolyse nicht mehr bewirkt. 
Bezüglich der Erklärung dieser Erscheinung verweise ich auf das in meiner 
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Tabelle VI. 

| Lecithin Agfa 1 Proz. 

Fr. 276 Blut, 5 Proz. | Toxin allein | in Metbylalkohol ` ` 
0,01 | 0,02 

0,07 | 0,5 cpt cpt s st 
0,05 0,5 cpt cpt m 
0,04 ı 05 cpt cpt Sp 
0,02 0,5 cpt | st Spch 
0,01 0,5 cpt | 0 0 
0,007 0,5 cpt 0 0 
0,005 0,5 s st | 0 0 
0,004 0,5 | m | 0 | 0 
0,002 05 | m j 0 | 0 
0.001 o5 I w | 0 0 


Arbeit über das Ödemgift darüber Gesagte. Ich möchte nur hier kurz noch 
einer Vermutung Raum geben, welche vielleicht für eine bei der Behandlung 
von Gasbrandkranken häufige Erscheinung eine Erkläruagsmöglichkeit 
bietet. Es ist bekannt, welche starke Folgen in den meisten Fällen von 
Gasbrand die Narkose zu haben pflegt, und zwar auch in Fällen, wo solche 
Folgen nach dem Allgemeinzustand der Patienten und dem Befunde der 
inneren Organe nicht zu erwarten gewesen wären. Auch scheint hierbei 
zwischen dem herzschädigenden Chloroform und dem das Atemzentrum 
beeinflussenden Äther kein Unterschied zu bestehen. Nun hat ja Straub 
bei demÖdemgift eine digitalisartige toxische Herzwirkung festgestellt. Allein 
dies genügt wohl nicht, um die bei allen Arten von Gasbrandfällen sowohl 
bei Chloroform- wie auch bei Äthernarkose auftretenden schweren Allgemein- 
erscheinungen ohne besondere Organsymptome zu erklären. Ich möchte 
nun nicht die Möglichkeit von der Hand weisen, daß die Lipoidaffinität der 
Gifte der hauptsächlichsten Gasbranderreger im Zusammenwirken mit 
den lipoidlöslichen Narkotieis die schwere Schädigung hervorrufen, d. h., daß 
die bakterielle und die cheinisch-arzneiliche Noxe sich summieren, wenn 
nicht gar potenzieren. Ich betone jedoch, daß diese Erklärung vorerst rein 
hypothetischer Natur ist. Im Zusammenhang wäre hier vielleicht zu er- 
wähnen, daß es Anders-Rustock: gelungen ist, bei Gasbrandintoxikationen 
schwere Schädigungen des Zentralnervensystems nachzuweisen. 


Nunmehr galt es, die wichtigste Frage zu entscheiden, nämlich 
die, ob dieses Hämolysin als echtes Toxin anzusprechen sei und be- 
jahendenfalls, ob es für den Fränkelschen Bazillus spezifisch sei. Die 
Thermolabilität spricht wohl für die Toxinnatur, aber die endgültige 
Beantwortung obiger Fragen konnte nur der Versuch mit Immunserum 
erbringen. Und in der Tat haben meine Versuche erwiesen, daß dem 
Fränkelhämolysin antigene Eigenschaften zukommen, und zwar spezi- 
fischer Art. Ehe ich die Versuchsprotokolle anführe, seien hier einige 
notwendige Vorbemerkungen eingeschaltet. 

Im ganzen habe ich 5n Pferdesera und 4 Iminun-Pferdesera gegen 
je 20 Hämolysine von 20 verschiedenen Fränkelstämmen ausgewertet. . 
Was die verwendeten Sera anlangt, so stammen drei Fränkelimrnunsera 


aus der Kaiser Wilhelmakademie (Operationsnummer 2, 3a, 3b) und wurden 
mir von Oberarzt Klose übermittelt. Das vierte (Falbenserum) ist ein 
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weniger hochwertiges Immunserum von einem wenig intensiv behandelten 
Tier des Kaiser Wilhelm-Instituts für experimentelle Therapie, Dahlem. 
In einigen Versuchen sind Fränkelserum aus der Kaiser Wilhelm-Akademie, 
Operationsnummer 3a und 3b, zu gleichen Teilen gemischt, verwendet. 
Als Normalsera wurden verwandt: 1. Serum Brauner; 2. Serum Hengst; 
diese beiden Tiere waren mit malignem Ödem vorbehandelt; ihre Sera bilden 
deshalb einen vorzüglichen Prüfstein für die Spezifität des Fränkellysins; 
3. Serum Fuchs; 4. Serum Russenhengst, beide mit Ruhr (Flexner bzw. 
Strong) vorbehandelt und schließlich 5. Normalserum von unbehandeltem 
Pferde. Ich lasse nunmehr einige meiner Versuche folgen. 
























































Serumversuche. 
Tabelle VII. 
u dé ! Lyse bei 
; Serums 
Nr. || Fr. 276 Na Cl Bl | Era E Fre E BE er 
NW menge i = (ni: | 3 | 4 | 5 | ce 
1! 0,04 | og lo, o | Spch Soch ` 0 | sph] o 
2 | 004 | 02 04 | 08 | 0 |Speh Spch 0 | Sëch) O 
3'004 | 0,1 0,5 | 0,5 0 ,Spech p — Spch | Spch 0 
4 | 0,04 | 0,05 01 | 05 0 |Spch| w Sp Spch 0 
5| 0,04 | 0,02 04 | 0,5 0 |Spch| m w st d 
6 || 0,04 | 0,01 05 | 05 0 |Speh | st st st o 
7 | 0,04 | 0,005 0,1 | 0,5 0 ;Speh| st ; st s et 0 
8 | 0,04 | 0,002 04 | 0,5 0 |Spch| st | sst cpt d 
H. ! 0,04 | 0,001 05 | 0,5 d P f cpt! cpt cpt 0 
10 |; 0,04 | 0,0005 ı 0,1 | 0,5 0 cpt cpt cpt 0 
11 | 004 | 0.0002 | 04 | o5 | 0 lfept! ept | cbt | cpt | 0 
12 || 0,04 ` 0,0001 | 05 | 05 | o | = | cpt | cpt | cept | 0O 
si — | — telsi-|I-1|I-|I-|-|- 
Spalte 1 + gt aA 
5 [+ Normalserum I. 
< Bla + 11. 
5 4 Fränkel 276 + Pferdeserum, Brauner. 
8 5 + Hengstserum 
6 + Falbenserum. 


Wir sehen bei den Versuchen deutlich die ganz spezifische Hemmung 
der Hämolyse des Fränkeltoxins durch Fränkelimmunserum. Die Immun- 
sera der Kaiser Wilhelm-Akademie (Klose) und das Falbenserum 
treten in ihrer Wirkung deutlich hervor. Auffallend war in einer Reihe 
von Versuchen die Stellung des Fuchsserums (Flexner, Pferd), welches 
eine den Immunseris ähnliche, wenn auch schwächere Wirkung zeigte. 
Eine Nachfrage auf Grund des Reagenzglasversuches ergab, daß das be- 
treffende Pferd vor längerem, bevor es als Ruhrpferd eingestellt wurde 
(im Kaiser Wilhelm-Institut), kurze Zeit und wenig intensiv mit 
Fränkel vorbehandelt war; diese Tatsache zeigt ebenfalls die Spezifität 
des Toxins. 

Es war nun naturgemäß von hohem Interesse, festzustellen, ob 
die Wirkungsweise des Hämolysins im Tierkörper mit den Verhält- 
nissen des Reagenzglasversuches irgendwelche Übereinstimmung zeigen 
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würden. Zunächst versuchte ich festzustellen, ob das beim Tiere ex- 
perimentell durch Einspritzen von Fränkelbazillen erzeugte Exsudat 
auch hämolytische Fähigkeiten besitze. Es wurde eintägige Fränkel- 
kultur Meerschweinchen subkutan und intraperitoneal einverleibt. In 
den meisten Fällen hatte sich im Laufe der nächsten 24 Stunden ein 
dünnflüssiges, relativ wenig korpuskuläre Elemente enthaltendes 
Exsudat gebildet, das durch scharfes Zentrifugieren und durch Filtra- 
tion noch möglichst von allen Bakterien und Zellbestandteilen befreit 
wurde. Dieses Exsudat zeigte im Versuche deutliche hämolytische 
Wirkung. Das Exsudat wurde durch Zusatz von Fränkelimmunserum 
in seiner hämolysierenden Wirkung spezifisch gehemmt. 

Tabelle XIV und XV zeigen diesbezügliche Versuche. Hiernach 
wird also vom Fränkelbazillus auch im Tierkörper Hämolysin gebildet, 
und zwar ein für den Fränkelbazillus spezifisches Hämotoxin. 
























































Tabelle XIV. 
I. Meerschweinexsudat (Fr. 177 intramuskulär) gegen Fränkelserum und 
Gasödemserum. 
Nr. |!  Exsudat | Fränkelserum | NaCl Io But | 
ul EN = = ae = == = Ze G D Eeer 8 ar EE x 
ı | o o | o | 0,5 0 
2 | 0,1 0,2 | 0,7 | 0,5 0 
3 0,1 0,1 | 0,8 0,5 0 
4 0,1 0,05 | 0,4 0,5 0 
5 0,1 0,02 | 0,7 0,5 0 
6 0,1 0,01 0,8 0,5 d 
7 0,1 0,005 0,4 0,5 0 
8 0,1 0,002 0,7 0,5 0 
9 0,1 0,001 | 0,8 0,5 d 
10 0,1 0,0005 0,4 0,5 0 
11 | 0,1 0,0002 | 0,7 0,5 0 
oO R | 0,1 00001 | 0,8 0,5 o Sp. 
13 0,1 | Ss | 0,9 | 0,5 | st 
II. 
8 Nr. u 1 Exsudat | Gasödemserum NaCl | Blut u | 
1 0,1 0,2 0,7 0,5 Spch 
2 0,1 0,1 0,8 0,5 Spch 
3 0,1 0,05 0,4 0,5 Spch 
4 0,1 0,02 0,7 0,5 Spch 
5 0,1 0,01 0,8 0,5 Spch 
6 0,1 0,005 0,4 0,5 Sp 
7 | 0,1 0,002 0,7 0,5 Sp 
8 Ä 0,1 0,001 0,8 0,5 Sp 
9 | 01 ` 0,0005 0,4 0,5 Sp 
10 9,1 0,0002 0,7 0,5 Sp 
UL Io | 0,0001 08 | 05 | p 
2 | ol | — | 09 | 05 | st 
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Tabelle XV. 
I. Exsudat von Meerschweinchen (1,5 cem), Fr. 184, intraper. 

Nr. | AA Na CI | Blut | 
ee | ET aa 

1,10 05 0,5 cpl 

2 | 08 07 0.5 cpl 

3 0,6 0,9 0,5 8 et 

4 | 0,4 LI ° 06 s st 

5 0,2 1,3 0,5 m 

6 | 008 07 | 05 m 

7T | 0,06 09 | os w 

8 | 0,04 LU | 05 w 
ə 1002 13 | 05 > Speh 
0 — | 15 105 ; 0 


II. 1. Exsudat Fr. 184 + Fränkelserum I (Klose) 2. Exsudat Fr. 184 
+ OOE E as EEE 


























Nr. One | Se | mat | Summe (ët, | aaRS Exsudat di Blut | Serummenge „Iso bei | N en 
| 0,08 0,5 0,04 0 | w 
2 0.08 05 0,008 0 | w 
3 0,08 0,5 0,004 | 0 w 
4 | 0,08 05 0,0008 0 w 
5 u 0,08 0,5 0,0004 0 w 
6 0,08 0,5 0,00008 0 w 
7 0.08 0,5 0,00004 0 | m 
8 | 0,08 0,5 0,000008 | 0 | m 
9 i 08 | oë 0,000004 | 0 | m 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 


l. Der Fränkelbazillus bildet in geeigneten Nährmedien nach 
kurzem Wachstum ein Hämolysin, das bei länger fortdauernder Züchtung 
wieder verschwindet. E 

2. Das Fränkelhämolysin ist thermolabil; seine Haltbarkeit ist 
gering; es ist durch Alkohol fällbar, wobei es eine Abschwächung er- 
leidet; in derselben Weise wie das Hämotoxin des Bacillus oedem. 
maligni (Ficker) besitzt das Fränkellysin eine Affinität zu Lipoiden 
(Lecithin). 

3. Das Fränkelhämolysin wird durch Fränkelimmunserum in 
seiner Wirksamkeit gehemmt, und zwar schon in Dosen, in denen 
Normalsera oder Gasödemsera keine Wirkung mehr zeigen. 

4. Durch Fränkelbazillen erzeugte Exsudate enthalten das spezi- 
fische Hämolysin. 


Das Hämotoxin des Fränkelschen Gasbrandbazillus. 


Von 
E. Kadisch. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für experimentelle Therapie 
und Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. August 1923.) 


Die 1919 in den Heften 6 und 7 der Arbeiten aus dem Institut 
für experimentelle Therapie und dem Georg-Speyer-Hause zu Frank- 
furt a. M. erschienenen Mitteilungen von H. Schlossberger über die 
Hämotoxine der Gasbrandbakterien differieren in einigen Punkten 
von der obigen Arbeit Wuths aus dem hiesigen Institut. Ich folgte 
gern der Anregung von Herrn Geheimrat Ficker, zu versuchen, die 
eventuell möglichen Ursachen dieser Differenzen bei Gelegenheit 
eigener Versuche aufzudecken. Leider konnten die Versuche vorerst 
nur so weit ausgedehnt werden, als Tierversuche nicht in Betracht 
kamen. 

Die Hauptdifferenzen, welche schon aus der Lektüre der Arbeiten 
hervorgehen, bestehen erstens in den verschiedenen Nährböden, zweitens 
in den verschiedenen Filtern, welche Verwendung fanden. Es bestand 
für uns zunächst die Möglichkeit, daß diese beiden Punkte die Unter- 
schiede bedingt haben mögen. Wir stellten uns daher nach dem Vor- 
gehen von Wuth eine 2proz. Traubenzuckerbouillon mit Kreidezusatz 
her, andererseits, wie Schlossberger, eine choleraalkalische Bouillon 
mit 5 Proz. Peptongehalt. Zunächst wurden beide Kulturflüssigkeiten 
von einer alten, auf, Reinheit neu geprüften Hirnbreikultur des Stammes 
Fränkel 177 beimpft. Die 2östündige Kultur wurde nach dem Vor- 
gehen obiger Autoren durch Membranfilter von de Haen, nach Ficker, 
bzw. durch Kieselgurpapier filtriert. Nachdem die ersten Versuche 
keine wesentlichen Unterschiede bei Anwendung verschiedener Filter 
ergaben, gingen wir später so vor, daß wir ständig parallel neben- 
einander herlaufen ließen: 1. Versuche mit der unfiltrierten Kultur- 
flüssigkeit, 2. Versuche mit der durch die Membranfilter keimfrei 
gemachten Kulturflüssigkeit.. Wir ließen uns hierbei von folgenden 
Betrachtungen beeinflussen. Das in der Kulturflüssigkeit nachweisbare 
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Hämolysin kann als Exotoxin von den Bazillen ausgeschieden worden 
sein, es kann aber auch ein Endotoxin sein, welches bei dem Zerfall 
der Bakterienleiber in die umgebende Flüssigkeit übergeht. Bei dem 
schnellen und üppigen Aufschießen der Kulturen wird die Generations- 
dauer des Erregers gering sein. In der 24stündigen Kultur haben wir 
es also sicher auch schon mit einer großen Zahl von zugrunde gegan- 
genen Erregern zu tun. Ob wir es also mit einem Endo- oder Ektotoxin 
zu tun haben, läßt sich auf diesem Wege nicht entscheiden. Daher 
kann es in dieser Richtung keine große Bedeutung haben, ob ich eine 
Filtrationsmethode anwende, welche nur eine Keimarmut des Filtrats 
bedingt, oder ob ich die unfiltrierte Kultur nehme. Das Filtrat, welches 
keimfrei ist, hat jedoch den Vorteil, daß in ihm keine Bazillen mehr 
der Auflösung und dem Tode verfallen können, daß in ihm auch keine 
weitere Vermehrung möglich ist. Das Filtrat also allein bildet, wie 
Wuth schon sagt, den zuverlässigen Maßstab nur bei Keimfreiheit. 
Jedoch kann uns die unfiltrierte Kultur eventuell Aufschluß darüber 
geben, welchen Einfluß denn nun die noch vorhandenen Bazillen haben. 
Vornehmlich auch darüber, ob es denn für alle Untersuchungen er- 
forderlich ist, die zeitraubende keimfreie Filtration auszuführen. Da 
die Vermehrung nun in den üblichen Nährmedien schon nach kurzer 
Zeit aufhört, so ist anzunehmen, daß keine erheblichen Mengen von 
neuem Hämolysin gebildet werden, zumal bei der von uns angewandten 
Aufbewahrung im Eisschranke. Die Keimarmut hat also, wie diese 
Überlegung ergibt, keine Vorzüge gegenüber der reinen Kulturflüssig- 
keit. Wir werden weiter unten sehen, inwieweit diese Vermutungen 
zutreffen. 


Die Untersuchung auf die gebildeten Hämolysine fand in analoger Form 
wie bei Wuth statt. Die Übersicht der Verdünnungsröhrchen sei hier in 
einer Tabelle vorausgeschickt, um uns später zwecks Raumersparnis mit der 
Nummer der Röhrchen begnügen zu können. 























] | 2 | 3 | «+ | s | ée |» 
Cd Verdünnung | oe H Na Cl BETZ Blut | Ra Verdünnung Lysinmenge 

I | o 10 0,0 0,5 | 1:15 | LO 
2 0 0,7 03 05 1:2l 07 

3 0 0,4 06 0,5 1:375 0,4 

4 0 01 09 05 1:15 0,1 

5 1:10 0,7 0,3 0,5 1:214 0,07 
6 il 1:10 04:06 0,5 1:37,5 0,04 
7 1: 10 0,1 0,9 0,5 1:150 0,01 
8 1: 100 0,7 03 ' 05 1:214 0,007 
9 1:100 04 06 | 085 1: 375 0,004 
10 1: 100 0,1 09 | 05 1: 1500 0,001 


Zunächst gelang es uns weder in der bewachsenen Traubenzucker- 
Kreidebouillon noch in der choleraalkalischen Peptonbouillon hämolysierende 


Tabelle Ia. 
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Stoffe nachzuweisen. Ebensowenig 
gelang es mit der unfiltrierten Kultur- 
flüssigkeit selbst. Danun unser Stamm 
sich bei einer abermaligen Nach- 
prüfung als rein erwies, so hatten wir 
es hier also mit einem Fränkelstamm 
zu tun, der für das erste nicht hämo- 
lysierte. Um diese Fähigkeit wieder 
zu wecken, schickten wir ihn über 
seinem Wachstum optimal günstige 
Nährböden. Als solche hatten sich 
uns erwiesen der Htblersche Hirnbrei 
und Leber-Leberbouillon vom Meer- 
schweinchen. Die folgende Tabelle I 
enthält die Versuchsergebnisse. 

Es fand eine dreimalige Ablesung 
statt. Das erstemal nach 30 Minuten 
Aufenthalt im Brutschranke, das 
zweite malnach 2 Stunden Aufenthalt. 
im Brutschrank. Von dort kamen die 
Röhrchen in das Eisschrankzimmer, 
in welchem eine durchschnittliche 
Temperatur von etwa 10°C herrschte, 
um am nächsten Morgen nach 24 Std. 
zum dritten und letzten Male ab- 
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gelesen zu werden. Es kann also bereits durch Einschaltung von 24stün- 
digen Hirnbreipassagen Aktivierung der H-Bildung erreicht weıden. 

Die erste Kolonne jeder Spalte enthält die Ablesungsergebnisse nach 
einer halben Stunde, die mittlere die nach 2 Stunden, die dritte die nach 
24 Stunden. In der Spalte 1 ist die Ausgangskultur die bereits oben er- 
wähnte. In Spalte 2 hat die Ausgangskultur zwei 24stündige Passagen durch 
Hirnbrei durchgemacht. In Spalte 3 außerdem noch eine Leber-Leber- 
bouillonpassage, in 4 eine weitere Leber-Leberbouillonpassage. In Spalte 5 
ist ein späteres Versuchsergebnis eingefügt, um die Stärke der Hämolvsin- 
hildung nach weiteren Passagen zu demonstrieren. Als die verläßlichste 
Ablesung erwies sich uns die nach 24 Stunden. Dieselbe schaltet eventuell 
Differenzen in bezug auf die Wirkungsgeschwindigkeit des Hämolysins aus. 
Man sieht, daß mit der Zahl der eingeschalteten Passagen der Ausgangs- 
kultur die Hämolysinbildung zunimmt, um von nicht nachweisbaren 
Mengen bis zu einer Stärke anzusteigen, daB noch 0,007 ccm des Filtrats 
0,5 ccm der Blutkörperchenaufschwemmung komplett lösen. Die Kultur 
des Erregers in der 5proz. Peptonbouillon führte nicht zu so gleichmäßigen 
Resultaten, wie zunächst ın der Traubenzucker-Kreidebouillon. Die 
Schwierigkeit bestand darin, daß trotz reichlicher Überimpfung ein Angehen 
der Kultur nach 24 Stunden nicht in allen Fällen glückte. Auch die an- 
gegangenen Rohre zeigten nicht denselben Bazillenreichtum wie in der 
Traubenzuckerbouillon. Gasbildung fand gar nicht oder nur spurenweise 
statt. Die Tabelle Ib zeigt die Resultate. Die Spalten 2, 3 und 5 ergaben 
kein Wachstum in den entsprechenden Kulturen. Von einer Wiederholung 
wurde abgesehen, da aus den beiden Tabellen Ia und Ib durch Vergleich 
zu entnehmen ist, daß die Hämolysinbildung in der Peptonbouillon nicht 
die gleiche Höhe erreichte als in der Traubenzucker-Kreidebouillon. In 
der ersteren bildete der Erreger nach zwei Hirnbrei- und zwei Leber-Leber- 
bouillonpassagen ein Hämolysin, welches bis zur Dosis 0,07 komplett 
hämolysiert; in der zweiten ein solches, welches bis 0,01 die Blutkörperchen 
komplett auflöst. 

Zu der Tabelle Ib ist noch zu bemerken, daß hier die Filtration nach 
den Angaben Schlossbergers durch Kieselgurpapier stattfand, welches eine 
größere Porengröße hat als die Membranfilter der Nr. 310. Hält man also 
für möglich, daß durch Filtration von dem Hämolysin ein Teil zurückgehalten 
oder sonst verloren geht, so wäre anzunehmen, daß der Prozentsatz des 
Verlustes bei Kieselgurpapier geringer, also der Hämolysingehalt des 
Filtrates größer ist. — Das Ergebnis dieser Versuche wäre mithin, daß 
Traubenzucker-Kreidebouillon für die Züchtung des Fränkelschen Bazillus 
besser geeignet und daß die Hämolysinbildung in ihr etwas größer als ın 
5proz. Peptonbouillon ist. 

Auf Grund obiger Versuchsergebnisse haben wir unsere weiteren 
Versuche im allgemeinen mit 2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon an- 
gestellt. Ferner haben wir aus den oben bereits angeführten Gründen die 
Filtration durch Kieselgurpapier auch fallen lassen und immer durch 
Membranfilter filtriert. 

Wir versuchten, uns nun ein Bild von dem Zerfall des gebildeten Hämo- 
lysin zu machen, und verfuhren wie folgt. Ein Kolben mit Traubenzucker- 
bouillon mit Kreidezusatz wurde von einer viele optimale Passagen hinter 
sich habenden Leber-Leberbouillonkultur aus beimpft und 24 Stunden 
bebrütet. Die Kulturflüssigkeit wurde in drei annähernd gleiche Teile 
geteilt. Der eine Teil wurde unverändert zu den Versuchen benutzt und ergab 
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Versuch zu verschiedenen Zeiten. Aufbewahrung im Eisschrankzimmer. 


2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon (paraffinüberschichtet). 


Tabelle IIb. 
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Membranfiltriert. 


24 Stunden bebrütet. 
Aufbewahrung wie oben. 


In Kochsalz aufgenommen. 


2proz. Traubenzucker-Kreidebouillon (paraffinüberschichtet). 
24 Stunden eingetrocknet. 


Tabelle IIc. 
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die Tabelle IIa, der andere wurde filtriert und dann verwandt, er ergab die 
Tabelle IIb. Der dritte Teil wurde in Portionen von je 2,5 ccm, nachdem 
auch er filtriert war, in Petrischalen gegossen. Die Schalen kamen über 
Chlorcalcium im Exsikkator auf den Eisschrank. Die eingetrocknete honig- 
gelbe spröde Masse wurde zum Versuch in 2,5 ccm physiolögischer Koch- 
salzlösung aufgenommen. Die Ergebnisse dieser Reihe zeigt die Tabelle IIc. 


Die Ziffern oberhalb der Spalten der Tabellen II bedeuten Tage nach 
dem Aufhören der Bebrütung. Wie aus der Tabelle IIa zu entnehmen, 
hält sich in der unfiltrierten Kultur die hämolytische Kraft einige Tage auf 
ihrer vollen Höhe, um darauf zunächst allmählich und dann ganz rapide 
abzufallen. Demgegenüber verhält sich das Filtrat anders. Es läßt in 
ihm der auf unserem Wege nachweisbare Hämolysingehalt konstant 
nach. Am fünften Tage scheint jedoch eine Zunahme vorhanden zu sein. 
Der Grund liegt hier aber darin, daß das Röhrchen, welches am fünften Tage 
untersucht wurde, schlecht verstopft gewesen und daher eingetrocknet war. 
Wie uns die Tabelle IIc deutlich im Vergleich mit der Filtrattabelle zeigt, 
gelingt es durch die Eintrocknung, die hämolytische Substanz länger nach- 
weisbar zu erhalten. Wenn wir aus obigen Tabellen die Röhrchennummern 
derjenigen höchsten Verdünnungen, bei welchen nach 24 Stundenablesung 
noch komplette Hämolyse eintrat, zu einer kurzen Übersichtstabelle ver- 
einen, so resultiert die Tabelle IId. 


Tabelle IId. 








Kultur nach Tagen 





Unfiltriertt ....... | 8 i 9 


| 8 8 1 
Filtriert ... 2.2... | 9 7 4 3 ? 
Trockenfiltriertt .... | — 7 6 6 6 


Fernerhin haben wir noch einige orientierende Versuche in anderen 
Richtungen gemacht. Wir beimpften von derselben Kultur aus, welche 
den hohen Hämolysinwert ergeben hatte, eine proz. Peptonbouillon, 
welcher wir Kreide zugesetzt hatten. In dieser Flüssigkeit erreichte die 
Hämolysinbildung nicht die gleiche Höhe. Durch Eintrocknung gelang 
es auch hier, ein haltbares Präparat zu gewinnen. Wir hatten sogar den 
Eindruck, daß die Haltbarkeit in diesem Nährboden, der keinen Zucker 
enthält, etwas größer ist. Aus dem getrockneten Filtrat ließen sich durch 
Äther keine hämolysierenden Stoffe extrahieren. In die Fällung durch 
Ammoniumsulfat geht die Hauptmenge des Hämolysins über. Dialysiert 
man das Kulturfiltrat durch Kollodiummembran gegen fließendes Leitungs- 
wasser, so erhält sich die hämolytische Kraft. Das Hämolysin ist im dia- 
lysierten Filtrate haltbarer als in dem kristalloidhaltigen Filtrate. Die 
eingetrocknete dialysierte Flüssigkeit scheint diese Eigenschaft der besseren 
Haltbarkeit auch gegenüber dem eingetrockneten Filtrate selbst zu be- 
sitzen. Über diese und weitere noch im Gange befindliche Versuche soll 
in einem weiteren Beitrag berichtet werden. 


Zusammengefaßt wären die Ergebnisse, soweit sie nicht Bestäti- 
gungen altbekannter Fakta sind: 
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l. Die Hämolysinbildung ist in 2proz. Traubenzuckerbouillon mit 
Kreide stärker als in choleraalkalischer 5proz. Pepton(Witte)-Bouillon. 
2. Durch Eintrocknung ist das Hämolysin haltbarer zu machen. 

3. Dialyse desselben gegen Wasser, und weiterhin Eintrocknung 
des Dialysats ergibt ein ebenfalls haltbareres Trockenpräparat. 

4. Dem Zusatz von Kreide kommt keine die Hämolysinbildung 
fördernde Eigenschaft zu. Hiernach könnte die Hämolysinbildung 
mit dem Kohlehydratstoffwechsel zusammenhängen. Hervorgehoben 
sei ferner die bekannte, aber wenig beherzigte Tatsache, daß die voran- 
gegangenen Passagen des Erregers die Hämolysinbildung stark beein- 
flussen können und daher bei allen bezüglichen Arbeiten berück- 
sichtigt werden müssen. 
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Die Wirkung verschiedener Säuren 
auf die Gewebezellen warmblütiger Organismen. 


Von 
W. W. Radsimowska. 


(Aus der Abteilung für experimentelle Medizin des bakteriologischen 
Instituts in Kiew.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In vorhergehenden Arbeiten!) ist die Bedeutung der temporären 
Wirkung der H'-Konzentration auf das Gewebe der Milz bei Kaninchen 
festgestellt worden. Es ergab sich, daß die H'-Grenzkonzentration 
der Umgebung, nach deren halbstündiger Einwirkung die Gewebe 
der Milz bei Kaninchen an der Grenze ihrer Lebensfähigkeit stehen, 
eine bedeutend höhere sein muß als die, welche im lebenden Organismus 
unter experimentellen oder pathologischen Bedingungen beobachtet 
werden kann. Schon in den obenerwähnten Arbeiten wurde auf das 
verschiedenartige Verhalten des Milzgewebes zu Lösungen mit gleicher 
H'-Konzentration hingewiesen, je nachdem es sich um Milchsäure- 
oder Essigsäurepuffer handelte. 

Der Zweck der vorliegenden Arbeit ist die Prüfung der verschieden- 
artigen Wirkung starker und schwacher, organischer und anorganischer 
Säuren auf das Gewebe junger warmblütiger Organismen. Diese Frage ist 
nach der uns zur Verfügung stehenden Literatur nur für die beständige 
Einwirkung sauren Mediums auf die Gewebszellen des mehrzelligen 
Organismus gelöst worden. So erzielte Albert Fischer?) bei Ansäuerung 
des Nährbodens, auf den die Zellen des Embryogewebes des Hühner- 
keimes zur Beobachtung des nachfolgenden Wachsens als Gewebe- 
kultur übertragen wurden, gleiche Wirkung mit verschiedenen Säuren. 

Bei beständiger Einwirkung ist aber die maximale, mit dem Leben 
vereinbare H-Konzentration des Nährbodens bedeutend kleiner als 


1) Krontowski und Radsimowska, Journ. of Physiol. 56, Nr. 5, 1922; 
„Wratschebnoje Delo‘‘, Nr. 24—26, 1922. 
2) Albert Fischer, The Journ. of exper. Med. 84, Nr. 5, 1921. 
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die von uns bei halbstündiger Einwirkung erzielte, und das Gebiet 
der Äußerung der individuellen Wirkung der Säuren bedeutend be- 
schränkt. 

Eigene Beobachtungen. 

Zur Lösung der gestellten Aufgabe sind von uns Schwefel-, Salz-, 
Phosphor-, Essig-, Citronen- und Milchsäure geprüft worden. Jedesmal 
wurde die H'-Konzentration der wirkenden Lösung mittels Gaskette 
festgestellt. 

Der Grad der Lebensfähigkeit des Gewebes, das dem Einfluß des 
zu prüfenden Reagens ausgesetzt war, stellten wir mit Hilfe der Methode 
der Kultivierung der Gewebe außerhalb des Organismus fest, wobei 
wir uns an das in den vorhergehenden Schriften ausgearbeitete Ver- 
fahren hielten!). Kleine, etwa 0,5 mm große Stückchen Milzgewebe eines 
jungen (2 bis 4 Tage alten) Kaninchens wurden einer halbstündigen 
Einwirkung der zu prüfenden Säure bei bestimmter pH ausgesetzt. 
Hierauf wurden die Stückchen mit Ringerlösung gründlich abgespült 
und unter die Wachstumsbedingungen der Gewebekulturen gestellt, 
wobei als Nährmedium das Plasma eines erwachsenen Kaninchens 
diente. Im ganzen wurden 1856 Kulturen untersucht. Zur Bestimmung 
der Intensität und des Charakters des Wachstums wurden dieselben 
Bezeichnungen angewandt wie auch in den vorhergehenden Arbeiten?). 

Tabelle I gibt die bei Anwendung von HCl erzielten Resultate 
wieder (286 Kulturen aus 22 Kaninchen). 


Die erforderlichen Lösungen von HCl, wie auch die folgenden von 
H,SO,, wurden durch das Auflösen einer bestimmten Quantität HC] 
in einer von Carrel vereinfachten Ringerlösung gewonnen?). 


Tabelle I. 
Die Wirkung von Salzsäure. 


























Nr. pH | Wachstum der Kulturen | Bemerkungen 
Io 4,26 EE E 
2 3,70 bs 350 +++ xxx 
3 3,24 +++) xxx 
4 3,15 bis 3,10 | + x xo 
5 ı 285 „ 2,82. (+) x(x) 
6 2,68 „ 262 = 
Kontr. | — +++ xxx, 


1) lc. 

2) Das Wachstum der Fibroblasten in einer der Kontrollkultur ähnlichen 
mit drei geraden Kreuzchen, ein geringeres, entsprechend wie 2, 1, oder mit 
einem eingeklammerten Kreuz, ein größeres als das in der Kontrolle beob- 
achtete mit vier geraden Kreuzen. Das Fehlen des Wachstums durch ein 
Minuszeichen. Die Emigration der Wanderzellen durch eine entsprechende 
Anzahl schräger Kreuze. 


3) Krontowski und Polew, Die Methoden der Gewebekultur (russ.). 
Kiew 1913. 
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Wie die Tabelle zeigt, ist die H'-Grenzkonzentration der H Cl- 
Lösungen, deren Einwirkung einige Zellen des Gewebes der Milz noch 
zu ertragen vermögen, diejenige, die pH = 2,85 entspricht. 

Bei Beobachtung des nachfolgenden Wachstums der Kulturen 
nach bedeutenden, jedoch nicht tödlichen Konzentrationen der H Cl- 
Lösungen kann man oft sehen, daß die Fibroblasten in der Zone des 
Wachstums schon nicht mehr erscheinen, während die Polyblasten 
noch eine Emigration zeigen; bei annähernder Grenzkonzentration 
sind jene größer, körniger und dunkler. 

Dem Vorhergehenden ähnliche Ergebnisse erhielten wir bei Ein- 
wirkung von H,SO,, wie Tabelle II zeigt (234 Kulturen aus 14 Ka- 
ninchen). 


Tabelle II. 
Die een von Schwefelsäure. 











Nr. | pH ! Wachstum der Kulturen | Bemerkungen 

1 I 4,3 bis 41 Ge? xxx, 

2 3,4 ++ x xx 

3 3,1 bis 295 ' +(+) x x(x) In einigen Versuchen entsprechen 


die Fibroblasten in ihrer Quantität 
| einem +, die Polyblasten x x. 


4 2,85 n 2,82 (+) x(x) ‚ Bisweilen nur (+). 
5 ı 268 „ 2,00 - — | 
Kontr. | — „+ + + xXx xx 


Wie die Beobachtungen lehren, besitzt das Milzgewebe des jungen 
Kaninchens Schwefelsäure gegenüber die gleiche Widerstandsfähigkeit 
wie gegenüber Salzsäure. Was 
den Charakter des Wachstums 
anbetrifft, so beobachteten wir 
bei annähernder H’-Grenz- 
konzentration rings um das 
Stückchen nur einige große 
Fibroblasten mit einem un- 
geheuren, fast den ganzen 
Körper des Fibroblastes aus- 
füllenden Kern mit wenig 
dunklem, körnigem Proto- 
plasma; häufiger jedoch wur- 
den bei derselben pE zahlreiche 
große, dunkle, körnige Poly- 
blasten und völliges Fehlen 
von Fibroblasten beobachtet. 
Wahrscheinlich spielt in diesem Falle auch der Charakter des Stückchens 
selbst eine große Rolle, seine Armut an diesen oder jenen Zellelementen. 





Abb. 1. 
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Eines der beschriebenen Bilder des Wachstums (des letzten) wird durch 
die beiliegende Mikrophotographie illustriert. 

Hierauf wurde die Wirkung von Phosphorsäure untersucht. Dazu 
wurden Mischungen von Mononatriumphosphat mit Phosphorsäure in 
verschiedenen Mengenverhältnissen angewandt (234 Kulturen aus 
9 Kaninchen). | 

Die Isotonie der Lösungen wurde durch phosphorsaures Natron 
hergestellt. 

Tabelle III. 
Die Wirkung von Phosphorsäure. 


Nr. pH | Wachstum der Kulturen | 
= EE SE 





Bemerkungen 





l 5,0 bis 4,5 +++ x x x| Ot++++ xxx 
2 ı 42 „ 39 +++ xx Oft +++ xxx 
3 38 „ 34 +++ x x 
4 3,32 ++ xx 
5 3,1 bis 2,98 +(+) x Oft (+) 
6 | 2,8 ” ’ | 
7 | 2,5 
Kontr. — o+ + 1 x x x 


Wie aus Tabelle III ersichtlich, tritt der Tod bei etwas geringerer 
j# ein, als dieses bei den Untersuchungen mit Salz- und Schwefel- 
säure der Fall war, dennoch aber sehr wenig von diesen entfernt. Hier 
ist es notwendig, das reichliche Wachstum der Fibroblasten zu ver- 
merken, das manchmal in seiner Üppigkeit das Wachstum der Kontroll- 
kulturen übertraf (bei pH = 4,5 bis 5,0). 

Die nächstdem geprüfte Säure war Citronensäure in Gestalt eines 
citronensauren Puffers. 

Die Isotonie wurde durch citronensaures Natron erzielt. 


Tabelle IV. 
Die Wirkung des citronensauren Puffers. 


Nr. | pH | Wachstum der Kuitusen Kulturen | Bemerkungen 


5,37 bis EE | 7 EE 
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Hier trat schon die giftigere Wirkung der Citronensäure zutage, 
die tödlich wirkende H’-Konzentration ihrer Lösung ist ungefähr 
zehnmal kleiner als die der HCl. 
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Die Anwendung von Milchsäure als Puffer ergab folgendes (596 Kul- 
turen aus 26 Kaninchen). 











Tabele V. 
Die Wirkung des milchsauren Puffers. 
Nr. pH | Wachstum der Kulturen | Bemerkungen 
1 +++ | 
2 +++ 
3 +++ 
4 Gabes 
5 1470 bis 474 +++ x x || Bisweilen ++ x 
6 4,52 „ 4.46 ++ x | i + x. Bisweilen + 
7 421 5, Al + x | „o 4+ 
8o. 4,04 | = Einmal (+) 
D ` 4,88 | — h 
Kontr. | E HEE XXX] 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, wurde bei Benutzung des Milch- 
säurepuffers bei pH = 4,04 nur einmal eine Kultur mit Wachstum 
einiger Fibroblasten beobachtet; die H'-Grenzkonzentration der Lösung, 
nach welcher kein Leben mehr wahrnehmbar war, ist eine Konzentration 
mit pE = 4,14 bis 4,21. Bisweilen konnte man beobachten, daß bei 
annähernder H'-Grenzkonzentration im Laufe der ersten 3 bis 5 Tage 
sich gar keine Anzeichen von Wachstum zeigten, und nur später er- 
scheinen an einzelnen Stellen des Stückchens in Fächerform oder sich 
miteinander verflechtend, einzelne Gruppen von Fibroblasten. Hier 
muß eine große Beständigkeit der Fibroblasten vorhanden sein, die 
sich anscheinend standhafter gegenüber dem Anwachsen der H’-Ionen 
verhalten als die Polyblasten. 

Noch giftiger erwies sich Essigsäure in Gestalt des essigsauren 
Puffers, wie Tabelle VI zeigt (320 Kulturen aus 14 Kaninchen). 


Tabelle VI. 
Die Wirkung des essigsauren Puffers. 


EE EE LEE 


























Nr. | pH | wa Wachstum der Kulturen l Bemerkungen 
1 6,25 | + + F xxx, 
2 5.95 +++ x x | 
3 5,53 bis 5,49 | + + + x xo 
4 i 1+ + + x x | 
5 ' 5,29 | 4 af (x) Oft ++ 
6 5,21 i + ! Bisweilen +(+) x 
7 5,10 u (+) | In einer Kultur. 
8 | 4,89 | | 
Kontr. | 5a pe x xx, 


Die Essigsäuremischung. erwies sich als die giftigste von allen 
untersuchten Mischungen; die tödliche H Ronzentration ist ungefähr 
zehnmal kleiner als bei milchsaurem Puffer. 


| 
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Hinsichtlich der Widerstandsfähigkeit der verschiedenen Arten 
von Gewebezellen gegenüber der untersuchten Säure ist auf dieselbe 
Erscheinung hinzuweisen, die von uns schon bei Untersuchungen mit 
Milchsäure beobachtet worden ist. Bei Erhöhung der pH verschwinden 
aus dem Gesichtskreise zuerst die emigrierenden Elemente; die Fibro- 
blasten dagegen fahren fort zu wachsen, wobei sich bisweilen wunder- 
liche Formen ergeben. 

Wenn man die von uns erzielten Resultate zu bequemerem Ver- 
gleiche in einer Tabelle zusammenfaßt, so erhalten wir eine Tabelle 
der Säurengrenzkonzentrationen, bei welchen noch ein weiteres Wachs- 
tum möglich ist, wenn auch nur in geringem Maße und mit beschädigtem 
Charakter der Gewebekultur. 














Tabelle VII. 
Die H’-Grenzkonzentrationen der untersuchten Säuren. 
8 Benennung in , pH der Lösung | -Benennung SE en E | pH der GE 
Schwefelsäure . . . . | 2,85 Citronensäure . . . , 3,99 (3,72) 
Salzsäure .. ||.. | 2'85 Milchsäure . . | || | 4.14 (4.04) 
Phosphorsäure . . . . 2,98 Essigsäure . . . . . | 5,21 (5,10) 








Besprechung der Ergebnisse. 


Zu welchen Schlußfolgerungen kann man nun auf Grund der 
erhaltenen Ergebnisse gelangen? Die Antwort ist eindeutig: Bei 
halbstündiger Einwirkung verschiedener Säuren auf das Milzgewebe 
des Kaninchens, abgesehen dem pH der Lösung, spielt der Charakter 
der Säure zweifellos eine Rolle. 

Die von mir untersuchten Säuren können nach aufsteigendem 
Giftigkeitsgrade folgendermaßen geordnet werden: 


H,SO,; HCI<H,PO, < ae. citric. < ac. lact. < ac. acet. 


Zur Erlangung eines gleichen Giftigkeitsgrades muß die Lösung 
von HCl oder H}, SO, 230 mal konzentrierter sein als die Lösung der 
Essigsäure. 

Auch muß man annehmen, daß das Verhalten der Gewebezellen zu 
untersuchten organischen und anorganischen Säuren ein verschiedenes 
ist. Wahrscheinlich ist die Plasmahaut für H’-Ionen undurchlässig, 
aber ihre Durchlässigkeit für andere Ionen und undissoziierte Moleküle 
wechselt, abhängig von pH der sie umgebenden Lösung. 

Man kann annehmen!), daß die Säure bei ihrer Einwirkung auf die 
Zelle in erster Linie mit der Plasmahaut in Berührung kommt, und da 
diese Haut für H’-Ionen und die undissoziierten Teile der starken 


1) Vgl. Höber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe 
485, 1922. 
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Säure undurchlässig ist, so spielt sich der Prozeß bei HCl, H,SO, 
und H,PO, an der Oberfläche der Zelle ab; wenn wir nun allmählich 
die Konzentration der H'-Ionen erhöhen, erreichen wir schließlich eine 
solche, bei welcher eine Reaktion der Säure mit den einzelnen Bestand- 
teilen der Plasmahaut möglich ist. Dabei wird die Plasmahaut be- 
schädigt und durchlässig für H'-Ionen; das Zellprotoplasma geht zu- 
grunde, wenn es mit den H’-Ionen jener Konzentration in Berührung 
kommt, die die tödliche bei weitem übersteigt. 

Anders verhält es sich mit organischen Säuren. Solche Säuren 
bedürfen nicht einer Destruktion der Plasmahaut, um in Gestalt von 
undissoziierten Molekülen in die Zelle einzudringen, da diese Haut 
für sie schon durchlässig wird, wenn die pH der sie umgebenden Lösung 
ein für jede Säure bestimmtes Maximum erreicht, das noch nicht ver- 
derblich auf die Plasmahaut wirkt. Indem die Säure dann in das Innere 
der Zelle diffundiert, dissoziiert sie dort, tritt in Binnenreaktion mit 
dem Zytoplasma ein und bedingt eine ständige Veränderung des 
Protoplasmas, die das Absterben der Zelle herbeiführt. Es ist 
möglich, daß das Umkommen der Zelle entsteht durch verschiedenes 
pH in Abhängigkeit von den Anionen der Säuren, obgleich dagegen 
gutes Wachstum der Kultur nach halbstündiger Einwirkung der 
Lösungen mit derselben Konzentration der Anionen bei neutraler und 
schwachsaurer Reaktion spricht. 

Von anderen Autoren an anderen Objekten erhaltene Resultate 
geben auch einiges Recht zu obigen Annahmen. 

So studierte Newton Harvey!) die Wirkung von Säuren auf Holothurien 
(Stichopus ananas), bei denen sich unter dem Epithelium der inneren 
Organe rotes Pigment befindet, das in saurem Medium eine gelbe Färbung 
annimmt. Es erwies sich, daß, während Mineral-, Oxal- und Citronensäure 
ziemlich langsam eindringen, das Eindringen vieler schwacher Säuren 
schnell verläuft, mit verschiedener Schnelligkeit für die verschiedenen 
Säuren. Medusen (Rhizostoma), die Bethe?) in Seewasser mit einer Beigabe 
von Neutralrot gelegt hatte, saugten diese Farbe auf und färbten sich 
orangefarben. Wenn man nun zum Seewasser so viel HCl hinzufügt, daß 
das Wasser sich rot färbt, so verlieren die Medusen ihre ursprüngliche 
Farbe im Laufe von vielen Stunden nicht; die Färbung hält sich sogar 
nach dem Eintritt der Säurelähmung und geht erst mit dem Tode der Meduse 
in Rot über, was für die Undurchlässigkeit der unbeschädigten Plasmahaut 
für HCl] spricht und mit den von uns erzielten Ergebnissen für Gewebe- 
zellen warmblütiger Tiere übereinstimmt. 

Auch nach Barratt?) spielt bei der Wirkung verschiedener Säuren auf 
Infusorien der Charakter der Säure eine bedeutende Rolle, desgleichen 
nach Paul, Bierstein und Reuss*) bei der desinfizierenden Wirkung der 


1) Newton Harvey, Journ. of exper. Zool. 10, 507, 1911. 
2) Bethe, Pflügers Arch. 127, 219, 1909. 

3) Barratt, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 4, 438, 1904. 

4) Paul, Bierstein, Reuss, diese Zeitschr. 29, 1910. 
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Säuren auf Bakterien. Nach Brenner!) dringen starke anorganische 
Säuren, wie HCl, H}, SO, und H,PO,, desgleichen auch stark dissoziierende 
organische Säuren, wie Citronensäure u. a. in die unbeschädigte Zelle 
(Rotkohl) sehr langsam ein. Nach Barratt?) spielt auch der Charakter der 
Säure bei ihrer Wirkung auf Paramäzien eine bedeutende Rolle. So ist 
Essigsäure viermal, Milchsäure dreimal giftiger, als man infolge ihrer 
Konzentration erwarten könnte. Geuylard?) untersuchte die Wirkung des 
sauren Mediums auf die Lebensdauer der Fische. Er stellte die folgende 
Reihe der Wirkung: Propionsäure > Essigsäure > Milchsäure > Phosphor. 
säure. Höber äußert in seiner „Physikalische Chemie der Zelle und der 
Gewebe‘‘ den Gedanken, daß die geringe Durchlässigkeit der Pflanzenzellen 
für stark dissoziierende Säuren für bewiesen gelten könne. 

Unsere Untersuchungen sprechen dafür, daß anorganische Säuren 
(HCl, H,SO,, H,PO,) auch für die Gewebezellen warmblütiger Organismen 
undurchlässig sind. Was die stark dissoziierende organische Citronensäure 
betrifft, so muß man sie eher der Gruppe der schwach dissoziierenden 
organischen Säuren anreihen, unter denen die Essigsäure am ausgeprägtesten 
die Eigenschaft der Durchlässigkeit der unbeschädigten Plasmahaut besitzt. 


Zusammenfassung. 

L Auf den Verlust der Lebensfähigkeit der Milzgewebezellen von 
jungem Kaninchen hat bei halbstündiger Bearbeitung des Milzgewebes 
mit Säurelösungen sowohl die pH der Lösung als auch der Charakter 
der angewandten Säure Einfluß. 

2. Die Reihe der untersuchten Säuren nach ihrem Giftigkeits- 
grade geordnet, ist: 

HCl, H,SO,<H,PO,< ae. citric. < ac. lact. < ac. acet. 

3. Am widerstandsfähigsten sind die Gewebezellen der Milz gegen- 
über HCl und H,SO,, deren H'-Grenzkonzentration bei pH = 2,85 liegt. 

4. Weniger widerstandsfähig ist das Milzgewebe gegenüber halb- 
stündiger Einwirkung untersuchter organischer Säuren, von denen 
sich unter allen untersuchten die Essigsäure am giftigsten erwies; 
ihre H'-Grenzkonzentration für das Wachstum wurde bei pH = 5,21 bis 
5,10 bestimmt. | 

5. Eine entscheidende Rolle hinsichtlich des Giftigkeitsgrades von 
Lösungen mit gleicher H-Konzentration spielen die undissoziierten 
Moleküle der Säure. 

6. Die Wasserstoffionen dringen nicht in das Innere der un- 
beschädigten Zelle ein, aber sie fördern das Eindringen der undisso- 
ziierten Säuremoleküle. 

7. Die verschiedenen Zellen des Milzgewebes des Kaninchens ver- 
halten sich ungleich gegenüber der angewandten Säure. 


1) Brenner, zit. nach Höber, Physik. Chem. d. Zelle u. d. Gewebe 1922. 

2) Barratt, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 4, 438, 1904. 

3) Geuylard, C. r., hebd. des seanc. de l’Acad. des sciences. 175, 
1243, 1922. 


Der Fettstoffwechsel bei der Avitaminose. 


II. Mitteilung. 


Der Gehalt des Blutes bei normalen, hungernden, avitaminösen und phosphor- 
vergifteten Ratten an Gesamtfett, Neutralfett, Cholesterin und Cholesterinester. 


Von 
Kazuo Asada (Kioto, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen 
Instituts der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 5. August 1923.) 


In meiner ersten Mitteilung zum Fettstoffwechsel bei der Avita- 
minose habe ich den Gesamtfett- und Cholesteringehalt des Körpers 
bei normaler und avitaminöser Ernährung untersucht und gefunden, 
daß bei der Avitaminose der prozentige Totalfettgehalt wie auch der 
Neutralfettgehalt des Körpers abnimmt, und daß der Cholesteringehalt 
des avitaminösen Körpers, wenn auch nicht ganz so stark wie der 
Totalfettgehalt, ebenfalls reduziert ist. Das gleiche gilt auch für den 
mit vitaminhaltiger Kost unterernährten Körper. Diese Abnahme 
des Totalfettgehaltes ist vor allem auf die Einschmelzung der Fett- 
depots zu beziehen. Die Lipoide, soweit sie das Lecithin und Kephalin 
umfassen, nehmen daran nicht teil, wenn man den Prozentgehalt der 
jeweiligen Körpermassen an ihnen der Rechnung zugrunde legt. Im 
Verlaufe der Avitaminose vermindern sie sich im Verhältnis zu dem 
dabei eintretenden Weichteilschwunde, darum bleibt der Lecithin- und 
Kephalingehalt des Gehirns prozentig auf normaler Höhe [Naiol)),. 
darum fand Ciaccio?) den Lipoidgehalt der avitaminösen Tauben- 
muskeln meist normal und nur ausnahmsweise etwas vermindert. 
darum stellten auch Collazo und Bosch?) bei ihren Versuchen keine 
nennenswerte Änderung im Phosphatidgehalt des Blutes avitaminöser 
Tiere fest. Wesentlich anders liegt es bei dem Neutralfett. Der avita- 
minöse Körper wird prozentig mit der fortschreitenden Avitaminose 


1) H. Naito, nach dem Manuskript zitiert. 

2) Ciaccio, Arch. di Farmaec. sperim. e Scienze offices 24, 1917. 

3) Collazo und Bosch, Über den Fettgehalt des Blutes bei der Avita- 
minose. Diese Zeitschr. 141. 1923. | 


K. Asada: Fettstoffwechsel bei Avitaminose. 45 


immer ärmer an diesem Fette, weil hier die Fettdepots sukzessive 
eingeschmolzen werden und eine neutral-fettarme Körpermasse zurück- 
bleibt. 

Wenn so auch der Totalfettgehalt und besonders der Neutral- 
fettgehalt des ganzen avitaminösen Körpers abnimmt, so schließt das 
natürlich nicht aus, daß einzelne Organe bei der Avitaminose doch 
fettreicher werden können. Das sehen wir z. B. am Knochenmark, 
das sich, wie noch neuerdings Ishido!) experimentell zeigte und seit 
langem auch von der menschlichen Avitaminose bekannt ist, in Fett- 
mark verwandeln kann, oder wenn, worauf kürzlich Susuki in einem 
Vortrage, den er über Vitamine in Tokio (Universität Keio, April 1923) 
hielt, hinwies, in verschiedenen Organen, besonders in der Niere und 
der Leber das Neutralfett zunimmt. In diesen Fällen ist aber die Fett- 
zunahme einzelner Organe der Ausdruck einer vorhandenen Stoff- 
wechselstörung, bei der sich an Stelle hochwertigen Gewebes funktionell 
minderwertiges Gewebe setzt. Diese pathologischen Fetteinlagerungen 
in einzelnen Organen können aber nicht verhindern, daß durch die 
gewaltige Einschmelzung der großen Fettdepots dennoch der avita- 
minöse Körper an Fett verarmt, wie ich nachwies. 

Beim Blute liegen die Verhältnisse komplizierter. Denn das Blut 
‘ist, abgesehen davon, daß es als zellhaltiges Organ natürlich auch 
einen gewissen eigenen Fettgehalt hat, doch in erster Linie das Transport. ` 
mittel bei dem Gesamtfettstoffwechsel des Körpers. Das Blut führt 
das Nahrungsfett den Zellen zu, und das Blut nimmt aus den Fett- 
depots freiwerdendes Fett auf und tut das gleiche auch bei den im 
Verlaufe degenerativer Prozesse in den Zellen freiwerdenden Fett- 
substanzen. 

Die oben angeführten Beobachtungen über die Einschmelzung der 
Fettdepots auf der einen Seite und die pathologisch gesteigerte Fett- 
ablagerung in einzelnen Organen auf der anderen Seite zeigen, daß 
im Verlaufe der Avitaminose neben der verstärkten Fettvernichtung 
auch Störungen in der Fettverteilung auftreten, an denen ebenfalls 
das Blut als Transportorgan für das Fett irgendwie beteiligt sein muß. 

Aus diesen Überlegungen geht hervor, daß die Untersuchung des 
Blutfettes bei der Avitaminose unter verschiedenen Bedingungen eine 
unerläßliche Voraussetzung für den Einblick in die Fettstoffwechsel- 
störungen bei dieser Krankheit ist. Aus der Blutfettuntersuchung 
können wir wichtige Rückschlüsse ziehen: Einmal auf die Fähigkeit 
der Körperzellen, Fett zu assimilieren oder zu stapeln, zweitens auf 
den Ablauf der Einschmelzung der Fettdepots und den degenerativen 
Protoplasmazerfall und drittens überhaupt auf alle Vorgänge der Fett- 


1) /shido, diese Zeitschr. 187, 1922. 
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verschiebung innerhalb des avitaminösen Körpers. Über den Blut- 
fettgehalt bei der Avitaminose wissen wir aus den Arbeiten von Ogata!), 
Collazo?) und Shinoda?), daß derselbe im allgemeinen gesteigert ist. 
Collazo stellte in Sonderheit fest, daß in den ersten Wochen der Avita- 
minose nach einer ganz kurzen Zeit der Hypolipämie der Blutfett- 
gehalt rapide anwächst, daß er dann allmählich wieder abfällt, aber 
auch in der späteren Zeit der Krankheit in der Regel etwas über dem 
normalen Werte bleibt. Dieses Verhalten erklärt sich daraus, daß im 
ersten Stadium der Avitaminose die einschmelzenden Fettdepots große 
Fettmengen an das Blut abgeben, ohne daß diese Fettmassen sofort 
wieder von den Zellen aufgenommen werden können. Eine verminderte 
Stapelungsfähigkeit des Körpers für Fett, wie ich sie fand, und eine 
verminderte Assimilationsfähigkeit der Körperzellen für Fett werden 
an diesem Phänomen in gleicher Weise beteiligt sein. Denn auf die 
verminderte Assimilationsfähigkeit der Zellen für Fett deuten auch 
die alimentären Lipämieversuche Collazos®) hin, der zeigte, daß nach 
peroraler Zufuhr von Fett beim avitaminösen Körper die dadurch 
bewirkte Blutfetterhöhung längere Zeit anhält als beim normalen 
Organismus unter sonst gleichen Bedingungen. Die Herabsetzung der 
Fettoxydation bei der Avitaminose erklärt sich nach Susuki’) aus 
dem Mangel des das Fett stark oxydierenden Faktors A. Man könnte 
daran denken, daß die Zellen das Blutfett deshalb nicht im normalen 
Tempo aufnehmen können, weil infolge der herabgesetzten Fettoxydation 
in den Zellen die Zugänge des Protoplasmas für das Blutfett durch 
nicht oxydiertes Fett gewissermaßen verstopft sind. Wenn in den 
späteren Stadien der Avitaminose der Blutfettgehalt sinkt, ohne aber 
doch den Normalwert zu erreichen, so läßt sich diese Erscheinung 
daraus ableiten, daß nunmehr die Fettdepots als Blutfettquellen zu 
fließen aufhören, daß das Blut nur noch auf die Nahrungsfettquellen, 
und das gerade in diesem Stadium bei dem besonders starken degene- 
rativen Protoplasmazerfall freiwerdende Fett angewiesen ist. So 
kann also in der späteren Zeit der Avitaminose der Blutfettgehalt, 
wenn er überhaupt erhöht ist, nur unwesentlich gesteigert sein. 
Wenn auch in diesen Erscheinungen schon Vorgänge der Fett- 
verschiebung innerhalb des Körperfettes, und zwar besonders innerhalb 
der Quote, die nicht unmittelbar vom Darm gerade zur Resorption 
gekommen ist, zum Ausdruck gelangen, so kann man diese Prozesse 


1) T. Ogata, Japanische Ber. f. Pathol., X. Jahrg., 1920. 

2) Collazo, Le 

3) G. Shinoda, Ber. f.d. japanische Beriberi-Studien-Komitee, April 
1923. 

t) Collazo, Le 

5) M. Susuki, Le 
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der Fettverschiebung doch noch durch besondere Versuchsanordnungen 
genauer studieren. Eine Möglichkeit dazu ist mit der Phosphorvergiftung 
des Körpers gegeben. 

Bei der Phosphorvergiftung findet nämlich nach den Versuchen 
von Athanasiu!) eine Wanderung des Fettes aus verschiedenen Körper- 
provinzen nach der Leber zu statt. Daß außerdem gleichzeitig auch 
je nach den besonderen anderweitigen Bedingungen eine gesteigerte 
oder verminderte Fettverbrennung Platz greift, ändert nichts an der 
Grundtatsache, daß sich bei der Phosphorvergiftung die Leber auf 
Kosten des übrigen Körpers mit Fett anreichert. Diese Fettwanderung 
muß auch am Blute zum Ausdruck kommen. Ihr Umfang wird ab- 
hängen von der Phosphordosierung, von der Lebensdauer der phosphor- 
vergifteten Tiere und von dem Fettvorrat des Körpers. 

Diese Fettwanderung aber muß sich auch am Blutfettgehalt 
nachweisen lassen. 

In meiner vorliegenden Arbeit habe ich nun an 35 Ratten folgende 
Fragen untersucht: 

Wie verhält sich der Blutfettgehalt (Gesamtfett, Neutralfett, 
Cholesterin, Cholesterinester) 

l. bei vitaminreich ernährten Tieren ? 

2. bei hungernden Tieren ? 

3. bei vitaminfrei ernährten Tieren ? 

4. bei vitaminreich ernährten und mit Phosphor vergifteten 
Tieren ? 

5. bei hungernden, mit Phosphor vergifteten Tieren ? 

6. bei vitaminfrei ernährten und mit Phosphor vergifteten 
Tieren ? 

Die Versuchsanordnung war diese: Alle Tiere erhielten genau die gleiche 
Nahrung. Die Hungertiere waren mit dieser Nahrung ebenfalls 2 bis 3Wochen 
gefüttert worden und hatten dann 4 Tage nur Leitungswasser erhalten. 
Die vitaminhaltig ernährten Tiere einschließlich der Hungertiere bis zum 
Beginn der Hungerperiode hatten diese Nahrung im nichtautoklavisierten 
Zustand bekommen, im Gegensatz zu den vitaminfrei ernährten Ratten, 
für die der Speck der Nahrung 5 Stunden bei 155°C und die übrigen Nahrungs- 
bestandteile 3 Stunden bei 130°C im Autoklaven erhitzt worden waren. 


Das Vitamin im Speck ist bekanntlich sehr schwer zu zerstören. Die Nahrung 
bestand pro Tier und pro Tag berechnet aus folgenden Komponenten: 


Polierter Reis . ...... . 7,0g 
Speck; s s ee aus a 0.2 nr 0 
Weizeneiweiß . . . .....05g 
Casein . ..... ... . Op 
Mohrrüben (frisch). . . . . . 3,0g 
(oder getrocknet 0,4 g) 
Osbornsalzgemisch . . .... 0,38 


Aqua destillata ad libitum. 
1) Athanasiu, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 74, 511—560, 1899. 
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Der Reis wurde mit dem Wasser gekocht und danach wurden zu dem 
Reisbrei die anderen Stoffe zugesetzt. Bei den vitaminfrei ernährten Tieren 
war der Reis vorher sorgfältig mit Wasser gewaschen worden. 

l Bei den vitaminreich und vitaminfrei ernährten Tieren wurde am 
70. Tage der Fütterung die Blutanalyse gemacht. Bei einigen Tieren dieser 
Gruppen wurde bis zum 111. Versuchstage mit der Blutanalyse gewartet. 

Bei den mit Phosphor zu vergiftenden Tieren wurde folgendermaßen 
vorgegangen. Jedes Tier erhielt eine einzige subkutane Injektion einer 
l proz. Lösung von Phosphor in Olivenöl. Die Injektion wurde allemal 
4 Tage vor der Blutanalyse gemacht. Die Dosierung wurde nach Sacchetto!) 
so gewählt, daß jede Ratte auf 100g Körpergewicht 0,33 mg Phosphor 
erhielt. Bei dieser Dosierung hat Sacchetto an Kaninchen und Meerschwein- 
chen und habe ich an Ratten gefunden, daß sich bei normalen Tieren das 
typische Bild der Phosphorleber entwickelt. Da nun bei den mit Phosphor 
vergifteten Tieren auch gleichzeitig etwa 0,033 ccm Olivenöl subkutan 
injiziert wurden, habe ich in besonderen Versuchen geprüft, ob eine sub- 
kutane Injektion von Olivenöl in diesem Umfange 4 Tage später einen 
Einfluß auf den Blutfettgehalt hat. Das ist nicht der Fall. Ich habe bei 
diesen Kontrollversuchen pro 100g Normalratte genau ebensoviel reines 
Olivenöl subkutan injiziert, als ich hätte injizieren müssen, wenn ich das 
Tier mit der ihm zustehenden Phosphorsolution in Olivenöl hätte vergiften 
wollen. 4 Tage später wurde dann die Blutanalyse gemacht. Die Analysen- 
zahlen geben in allen meinen Versuchen den Prozentgehalt der betreffenden 
Substanz auf das frische Blut berechnet an. 


Tabelle 1. 
Mit vitaminhaltigem Futter genährte Ratten und einmaliger 
Olivenölinjektion. (Durchschnittswerte.) 


























Gesamtfett . . 2 2 2.2.2... 0,122 Proz. 
Neutralfett . . . » a... . . 0,067 ,, 
Cholesterin. . . 2 . a.. . . . 0,055 , 
Cholesterinester . . . . . . . 0,078 ,, 
Körpergewicht ing am Tage der | 
Olivenölinjektion . ...... 98 | 
Olivenölgabe in cem ...... | 0,032 
Gesamtfett . .. i 0,111 | 
Neutralfett | ging | oosı 
Cholesterin `, . - l frischem Blute | 0,060 
Cholesterinester . | 0,050 | 


Die chemische Analyse wurde nach der Methode von Bang gemacht. 
- Dazu bemerke ich folgendes. Die Filterblättchen werden am besten in 
einem Gemisch von Alkohol und Petroläther ausgekocht und in dem Ge- 
misch über Nacht stehengelassen, um dann an der Luft getrocknet zu 
werden. Es ist ratsam, den Petroläther nicht im Reagenzglas abzudestillieren, 
sondern ihn nach vollendeter Extraktion gleich in ein Becherglas über- 
zuspülen, welches beim Erwärmen auf einem elektrischen Sandbade mit 
einem Tuche umwickelt wird. Auf diese Weise verdunstet der Petroläther 


1) Italo Sacchetto, Frankfurter Zeitschr. f. Pathol. 28, H. 1/2, S. 131 
— 140, 1922. 
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vollkommen und hinterläßt keine Spur eines Geruchs, während das Ver- 
dunsten im Reagenzglas sehr beschwerlich ist. Alle Gefäße, auch die Mikro- 
büretten sind stets über Nacht in Schwefelbichromatlösung stehenzulassen. 

Die Blutanalysen wurden immer vom Blute der Schenkelvenen ge- 
macht. Bei der Blutentnahme muß man darauf achten, daß das Blut 
nicht mit den Haaren des Fells in Berührung kommt. Vor der Blutentnahme 
wurde jede Ratte 12 Stunden hungern gelassen. 

Jede Ratte konnte nur zu einer Blutentnahme benutzt werden, da 
die Tiere gewöhnlich danach starben. Deshalb sind auch für jede Versuchs- 
gruppe immer wieder neue Tiere benutzt worden. 

Ich habe schon gesagt, daß ich das Blut der Tiere am 70. Tage der 
Fütterung, bei manchen auch am 111. Tage derselben analysierte. Am 
70. Tage der Fütterung befanden sich die avitaminös ernährten Tiere 
bereits im Stadium der ausgesprochenen Avitaminose, wie aus der Körper- 
gewichtsabnahme hervorging. Die Fettdepots mußten also in der Ein- 
schmelzung begriffen sein. Es war darum zu erwarten, daß diese Tiere 
bereits sich dem Stadium der hochgradigen Bluthyperlipämie näherten 
oder vielleicht gerade dabei waren, es zu überschreiten. Bei denjenigen 
Tieren, bei denen am 111. Tage der Fütterung das Blut analysiert wurde, 
waren die Fettquellen für das Blut, soweit sie in den Fettdepots des Körpers 
zu suchen sind, aber schon weitgehend erschöpft. Hier waren also normale 
oder nur wenig übernormale Blutfettwerte zu erwarten. Ich habe nun die 
Durchschnittswerte für die verschiedenen Blutfettbestandteile bei den 
einzelnen Tiergruppen berechnet und sie in folgenden Tabellen zusammen- 
gestellt. 


Tabelle II. 
Vitaminbaltig 
ernährte Tiere 

















Vitaminfrei ernährte 
iere 70. Tag 





SE e AETHERERER 





Gesamtfett . . .. a... 0,124 0,106 0,148 
Neutralfett . `, 0,070 0,078 0,045 
Cholesterin . `, | 0,054 0,028 0,094 
Cholesterinester . . ..... | 0,086 0,098 0,170 
Phosphorvergiftete Tiere. 
Gesamtfett . . 2.2222... | 0,127 0,128 0,187 
Neutralfett . .. 2.2202. . 0,069 0,102 0,107 
Cholesterin . . 2.2.22... 0,059 ıı 0,026 0,081 
Cholesterinester . ...... L 0,360 | 0,339 0,412 
Vitaminfrei ernährte phosphorvergiftete Tiere, 111. Tag. 
Gesamtfett `... 0,126 | — — 
Neutralfett . `, | 0,073 | ES SE 
Cholesterin . ... 222.0. 0,053 — — 
Cholesterinester . ...... 0,119 = | — 


Aus diesen Tabellen ergibt sich, daß bei der gewählten Ernährung, 
die ja hinsichtlich ihres Eiweiß-, Fett-, Kohlehydrat- und Salzgehaltes 
bei allen Tieren die gleiche war, und daß bei der Dauer dieser Ernährung 
der Blutfettgehalt bei den avitaminösen Tieren etwas höher ist als 
bei den Normaltieren, daß er bei den Hungertieren aber am niedrigsten 
ist. Nach der Phosphorvergiftung bleibt der Blutfettgehalt bei den 
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normal ernährten Tieren ungefähr normal. Bei den Hungertieren ist 
der Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung im Vergleich zu einfach 
hungernden Tieren etwas erhöht. Das erklärt sich aus der verstärkten 
Fettmobilisierung. Bei der Avitaminose ist im fortgeschrittenen 
Stadium der Krankheit der Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung 
erhöht im Vergleich zu den normal ernährten Tieren nach der Phosphor- 
vergiftung und stärker erhöht, als es dem in dem betreffenden Avita- 
minosestadium an sich schon erhöhten Blutfettgehalt entspricht. In 
noch späteren Stadien der Avitaminose, in denen wegen der vollendeten 
Einschmelzung der Fettdepots der Blutfettgehalt wieder fast normal 
geworden ist, kann der Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung 
subnormale Werte erreichen. Im Hungerzustande steigt der But. 
fettgehalt nach der Phosphorvergiftung etwas an. 

Die Erhöhung des Blutfettgehaltes nach der Phosphorvergiftung 
im hyperlipämischen Stadium der Avitaminose, die im Gegensatz zu 
dem unveränderten Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung normal 
ernährter Tiere steht, zeigt an, daß das stärker mobilisierte Fett von 
den von der Phosphorvergiftung besonders betroffenen Organen nicht 
in entsprechender Weise aus dem Blute bei der Avitaminose auf- 
genommen wird, wobei die wahrscheinliche Ursache wieder die gestörte 
Aufnahmefähigkeit der Zellen für Fett ist. Wenn im späteren avita- 
minösen Stadium, in dem die Fettquellen für das Blut weitgehend 
erschöpft sind, der Blutfettgehalt nach der Phosphorvergiftung un- 
verändert bleibt, oder sogar sinkt, dann kann das wohl nur so erklärt 
werden, daß die avitaminösen Organe zwar etwas Fett dem Blute ent- 
reißen, daß aber kein Fett und vor allem keine gesteigerten Fettmengen 
mehr ins Blut nachströmen können. Es sind also die sich mit Fett 
imbibierenden Organe fast nur auf das gerade vorhandene Eigenfett 
des Blutes angewiesen. 

Die Richtigkeit dieser Schlußfolgerung kann kontrolliert werden 
an dem Fettgehalt der Leber. Es müßte unter sonst gleichen Bedin- 
gungen bei der Phosphorvergiftung die avitaminöse Leber im aller- 
letzten Stadium der Avitaminose fettärmer sein als die Normalleber 
nach der Phosphorvergiftung, in den mittleren Stadien der Avitaminose 
aber kann natürlich bei der Phosphorvergiftung der Fettgehalt der 
Leber zunehmen. Darüber “erde ich in einer späteren Mitteilung 
berichten. 

Was die Cholesterin- und Cholesterinesterwerte des Blutes angeht, 
so gehen diese im großen und ganzen parallel mit den Gesamtfett- 
werten, d. h. das Cholesterin und die Cholesterinester sind bei der Avita- 
minose im Blute vermehrt, im Vergleich zum Normal- und Hungertiere. 

Bei der Phosphorvergiftung ist beim Normaltiere der Cholesterin- 
esterwert an sich schon gesteigert, ebenso beim Hungertiere, beim 
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avitaminösen Tiere ist aber dieser Wert noch beträchtlicher erhöht. 
In den letzten Stadien der Avitaminose aber sinkt der Cholesterin- 
esterwert des Blutes in auffälliger Weise. 


Versuchsprotokolle. 
Mit vitaminhaltiger Nahrung ernährte Tiere. 


























Ratte Nr. ` 1 N 2 
Körpergewicht ing zu 
Beginn der Fütterung || 101 98 
Körpergewicht am Tage 
der Blutanalyse ` `. . 98 97 
Gesamtfett . . jia 0,105 0,110 
Neutralfett 100 g 0,060 0,071 
Cholesterin . . (frischem 0,045 0,039 
Cholesterinester ) Plute 0,080 | 0,089 
| Gesamtfett . . ... 0,124 
. Neutralfett `, .... 0,070 
Durchschnittswerte | Cholesterin . . . | . 0.054 
Cholesterinester . 0,086 


Mit vitaminfreier Nahrung ernährte Tiere. 


Re | 3 | 4 |! 2 | 3 | a 


Körpergewicht in g zu | 
Beginn der Fütterung 98 85 


Körpergewicht a. Tage | 53 
der Blutanalyse . . (111V. T.)|(111V.T.)| (70V. T.) | (70V. T.) | (70V.T.) 
Gesamtifett 0 0,128 0,127 0,120 0,198 












Neutralfett . . | fog | 0,060 | 0,065 0.051 | 0.044 
Cholesterin . . | frischem | 0,070 | 0,063 0,069 | 0,154 
Cholesterinester } Datz || 0,168 0,125 0,145 0,192 
geegent 
Gesamtfett . . 0,124 0,148 
. Neutralfett . . 0,058 0,054 
Durchschnittswerte | Cholesterin . . 0.067 0.094 
Cholesterinester 0,147 0,170 


Mit vitaminhaltiger Nahrung ernährte Tiere nach viertägigem Hungern, 


Durchschnitts» 


Ratte Nr. werte 


| 24 H 25 | 26 
EE EE DEE 


Körpergewicht in g zu Beginn 














der Fütterung... .... 100 98 
Körpergewicht am Tage der 

Blutanalyse ........ 77 68 
Gesamtfett ..... in 0,070 0,081 
Neutralfett ..... | 160 ge 0,065 0,068 
Cholesterin ..... frischem 0,005 0,013 
Cholesterinester Blüte | 0,118 | 0,050 
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Mit __Mit vitaminhaltiger Nahrung ernährte, phosphorvergiftete Tiere. 


Ratte Nr. o Raen | 6 | 5 |10 | 5 | 10 ER 








Körpergewicht in g zu cht in g zal | jo 

Beginn d. Fütterung . 98 97 
Körpergew. in gam Tage | 

ee Phosphorvergiftung || 120 | 110 | 98 98 

PEN. am Tage der Ä 

tanalyse (4 Tage 

nach der Vergiftung) | 110 : 98 

Phosphorgabe in ccm 





as EH Ia no 


= 





En 155 | 78 80 
| 





20: a 100, ME A 























(1 Proz. P-Olivenöl) . 0,036 | 0,032 | 0,032 | 0,036 | 0,083 0,026 0,03 
Gesamtfett . . Mi |0108 0,092 | 0,115 | 0,151 | 0,187 | 0,142 | 0,104 : 0,117 
Neutralfett ` ` | foog 10,023 | 0,014 | 0,086 | 0,100 0,087 | 0,109 | 0,033 | 0,099 
Cholesterin . . | frischem 0,078 | 0,029 | 0,051 | 0,100 ' 0,033 | 0,071 | 0,025 
Cholesterinester) Plute | 0,462 | 0,635 | 0,573 | 0,198 | 0,330 | 0,063 0,125 ' 0,491 

Gesamtfett . . . . 0,127 

. Neutralfett . . . . 0,069 

Durchschnittswerte | Cholesterin . . | | 0,059 

Cholesterinester . . 0,360 





Mit vitaminfreier Nahrung ernährte, phosphorvergiftete Tiere. 


_ en |ı|eie|sls|r || 











Körpergewicht ing zu | | | 
Beginn d. Fütterung . 90 | 88 92 91 |100 | 99 88 
Körpergew. in g am Tage 
a Phosphorvergiftung | 80 68 | 62 | 65 | 58 63 | 
eet am Tage der | , 
nach der Vergiftung) ON. T.70 V. T.70 V.T.|70 V.T.|70 V. T.70 V. TJI NVT. 11V.T. 
"ab orgabe in ccm 
oz. P-Olivenöl) . 


m 














0,022 | 0,021 , 0,022 | 0,019 | 0,021 ' 0,017 ' 0,013 























ee. a 110,333 | 0,238 | 0,126 | 0,134 0,161 | 0,141 | 0,117 | 0,135 
Neutralfett . . | bw 10,273, 0,020 | 0.081 | 0.093 , 0,070 | 0,102 | 0,076 | 0,070 
Cholesterin . . [ frisıhem 0.218 | 0.045 | 0.041 | 0.081 | 0.039 | 0.041 | 0.065 
Cholesterinester | Bute || 0,367 0,474 
EE . . . . 0,187 0,126 
Neutralfett . . | . 0,107 0.073 
Durchsohnittswerte | Onolesterin . | | | 0.081 0.083 
| Cholesterinester. . 0,412 0,119 





Mit vitaminfreier Nahrung ernährte, nach viertägigem Hungern mit Phosphor 
veraltete Tiere. 





Ratte Nr. | 9 18 | 19 | 


Körpergewicht ir in gz zu Beginn der Fütterung . | 155 170 | 100 
Körpergew. in g am Tage d. Phosphorvergiftg. | 123 | 127 | 70 
Körpergew. am Tage der Blutanalyse (4 Tage ' 























nach der Vergiftung) . ....2.... , 100 | 52 
Phosphorgabe in cem (1 Proz. P-Olivenöl) Logg 0,042 | 0,023 
Gesamtfett. .. 2.2... 0.197 | 0.114 | 0,072 0,128} ` 
Neutralfett . ....... gin 1008 ||0.164 | 0.081 | 0,062 FE 
Cholesterin . `... frischem Blute 0.033 0,033 | 0,010 ‚0,026 ER 
Cholesterinester. . . . | . 0.798 : 0.095 | 0.124 0.339) 73 








Atmungsregulation und Blutreaktion im Schlaf. 


Von 


Gustav Endres. 


(Aus der medizinischen Klinik Greifswald.) 


(Eingegangen am 5. August 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Einführung der physikalisch-chemischen Begriffe in die Physio- 
logie führte zu neuen Einblicken in den Wirkungsmechanismus des 
Blutes bei der Atmung. Die Wasserstoffzahl des Blutes wird bedingt 
durch die Größe des Verteilungsgleichgewichtes in der Summe der 
verschiedenen Säure-Alkali-Salzsysteme des Blutes. Von diesen nimmt 
bei weitem in seiner Bedeutung die wichtigste Stelle das System der 
flüchtigen Blutsäure, der Kohlensäure, ein. Man kann bei Vernach- 
lässigung der unvollkommenen Dissoziation von Natriumbicarbonat die 
Ca des Blutes durch das Verteilungsgleichgewicht der freien und ge- 
bundenen Kohlensäure angeben: Cu =K- Na ECO, . Tritt eine Ver- 
schiebung im Gleichgewichtszustande der Blutcarbonate ein, sei es 
durch eine irgendwie verursachte Erhöhung bzw. Erniedrigung der 
CO,-Spannung des Blutes, sei es durch Änderung der Alkalireserve 
des Blutes, so weiß die Lunge durch entsprechende Änderung ihrer 
Ventilationsgröße die Wasserstoffzahl des Blutes konstant zu halten!). 
Die Tätigkeit der Lungen wird durch ein nervöses Zentrum in der 
Medulla oblongata reguliert. Als Anreiz für das Atemzentrum ist eine 
Änderung der Wasserstoffionenkonzentration des das Atemzentrum 
umspülenden Blutes anzusehen. Das Atemzentrum ist beiangenommener 
Konstanz seiner Reizbarkeit für die verschiedenen Individuen auf 
eine verschiedene Ca, bei ein- und derselben Person auf eine ganz 
bestimmte, physiologisch nur innerhalb sehr enger Grenzen schwankende 
Ca eingestellt. Ist das Atemzentrum in seiner Reizbarkeit verändert, 
beispielsweise unempfindlicher geworden gegenüber der Zunahme der 





1) Andere Mittel und Wege, die der Körper benutzt, um die Blut- 
reaktion konstant zu halten, mögen hier unerwähnt bleiben. 
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Wasserstoffionenkonzentration, so stellt es sich in seiner, die Reaktion 
des Blutes regulierenden Tätigkeit auf eine höhere Ce ein, die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Blutes nimmt in diesem Falle zu, und 
zwar um so mehr, je mehr die Reizbarkeit des Atemzentrums sinkt. 
Entsprechende, nur reziproke Verhältnisse sind bei der Steigerung 
der Erregbarbeit des Atemzentrums vorhanden. 

Zur Klärung dieser Verhältnisse haben vor allem die Arbeiten 
von I.Lindhard!) und K. A. Hasselbalch?) wesentlich beigetragen. 
Unter anderem konnte Hasselbalch durch protrahierte Morphiumgabe 
im Selbstversuche das Vorhandensein einer Herabsetzung der Reiz- 
barkeit des Atemzentrums durch den Nachweis der Erhöhung der 
Reizschwelle des Atemzentrums für die Kohlensäure des Blutes an- 
nehmen und die entsprechende Zunahme der Cy des Blutes von pa =7,19 
auf pa = 7,18 berechnen. Es ist so in der Größe der Verschiebung 
des Cy-Spiegels nach Morphiumgabe ein Maß für die Reizbarkeits- 
erniedrigung des Atemzentrums gegeben. Allein die Versuchsanordnung, 
deren sich Hasselbalch bediente, war unvollkommen, die Berechnung 
des pa nicht einwandfrei. In einer späteren Arbeit?) bekennt also 
Hasselbalch: ‚Wenn man Versuchsfehler ausschließen dürfte, sollte 
der Theorie nach in allen Fällen der pn des Blutes bei der alveolaren 
CO,-Spannung ein direktes Maß für die Erregbarkeit des Zentrums 
sein: Bei hohem py große Erregbarkeit, bei kleinem py geringe Erreg- 
barkeit“. 

Bei der großen Bedeutung, die die Frage nach der Größe der Än- 
derung der Erregbarkeit des Atemzentrums für die Physiologie und 
Pathologie der Atmungsregulation besitzt, erscheint es lohnend, den 
Weg, den Hasselbalch eingeschlagen hat, weiterzugehen. Hat doch 
unser Wissen der physiologischen Schwankungen der Erregbarkeit 
des Atemzentrums, wie sie zwangsläufig in regelmäßigem Wechsel 
durch den natürlichen Schlaf herbeigeführt werden, noch nicht seinen 
Abschluß gefunden. Zwar hat man in zahlreichen Arbeiten unsere 
theoretischen Vorstellungen über den Mechanismus der chemischen 
Atmungsregulation bei verschiedensten physiologischen und patho- 
logischen Bedingungen experimentell überprüft und bereichert; allein 
über die Physiologie der Atmungsregulation im Schlafe, also in einem 
Zeitabschnitt, der in seiner Gesamtheit ein Drittel des Lebens eines 
Durchschnittsmenschen ausmacht, sind wir noch nicht ausreichend 
unterrichtet. 

Mit den ersten Versuchen über die Messung von Reizbarkeits- 
änderungen des Atemzentrums wurde auch die Frage nach dem Vor- 

1) Journ. of Physiol. 42, 337, 1911. 


2) Diese Zeitschr. 46, 403, 1912. 
3) Ebendaselbst 68, 240, 1915. 
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handensein einer verminderten Erregbarkeit des Atemzentrums während 
des Schlafes aktuell. Loewy benutzte das Cohnstein-Zuntzsche Ver- 
fahren zur Untersuchung der Reizbarkeitsänderung des Atemzentrums 
zu Versuchen beim Menschen. Indem er bei Einatmung von CO,- 
haltigen Luftgemischen den CO,-Gehalt der Ausatmungsluft in Be- 
ziehung brachte zur Atmungsgröße, konnte er zwar eine Herabsetzung 
der Reizbarkeit des Atemzentrums durch Morphiumgabe wahrscheinlich 
machen, die Änderung der Atmungsgröße im Schlafe glaubte er in- 
dessen nicht zurückführen zu brauchen auf eine veränderte Erregbarkeit 
des Atemzentrums: ‚Vielmehr kann es sich wohl nur um Änderungen 
in der Summe der Reize handeln, die reflektorisch die Atmung beein- 
flussen, also um Verminderung oder Fortfall von psychischen, sen- 
sorischen und sensiblen Reizen ... Der Kohlensäuregehalt der Alveolar- 
luft dagegen nimmt eher ab, damit auch der Reiz, den die Kohlensäure 
des Blutes auf das Atemzentrum ausübt, und auch darum sinkt die 
Atemgröße‘‘!). Die Versuche, auf die Loewy diese Behauptungen stützt, 
sind indessen unzulänglich, ihre Auslegungen stehen im Widerspruch zu 
unseren heutigen Anschauungen über die Bedeutung der Reizbarkeits- 
änderung des Atemzentrums. H. Straub?) hat als erster nachgewiesen, 
daß die alveolare CO,-Spannung im Schlafe nicht — wie Loewy an- 
nahm — erniedrigt, sondern erhöht ist. In weiteren englischen und 
deutschen Arbeiten wurden Straubs Beobachtungen bestätigt?). Von 
der Erhöhung der CO,-Spannung des arteriellen Blutes im Schlaf 
hat bereits Straub auf eine Zunahme der Cy des Blutes geschlossen ; 
die Versuchsanordnung bei seinen Untersuchungen erlaubte ihm jedoch 
nicht, sie nachzuweisen: Die Größe der Wasserstoffzahl des Blutes 
ist wohl bei bestimmter Voraussetzung eine Funktion der CO,-Spannung 
des Blutes [gleich der alveolaren CO,-Spannung?®)], niemals indessen 
ohne weiteres durch die alveolare CO,-Spannung in ihrem absoluten 
Werte angezeigt. 

Der einwandfreie Nachweis einer Änderung der Blutreaktion im 
Schlafe kann letzten Endes nur durch die Feststellung der Wasserstoff- 
zahl des Blutes eines Schlafenden erbracht werden, von dem die Größe 
der Blutreaktion vor Eintritt in den Schlaf genau bekannt ist. Die 
elektrometrischen Reaktionsbestimmungen des Blutes (Höber, Michaelis, 
Hasselbalch) sind, von mehr oder minder komplizierter Technik ab- 
gesehen, für Untersuchungen von Blutproben, deren pa sich nur um 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 47, 601, 1890. 

2) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 117, 397, 1915. 

3) I. B. Leathes, The Brit. med. Journ. 2, 165, 1919; Bass und Herr, 
Zeitschr. f. Biol. 75, 279, 1922; G. Endres, diese Zeitschr. 132, 220, 1922. 

+) A. Krogh und M. Krogh, Skand. Arch. f. Physiol. 28, 179, 1910; 
A. Krogh, Skand. Arch. f. Physiol. 28, 248, 1910. 
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einen geringen Wert unterscheidet, mehr oder minder ungenau; so liegt 
eine Abweichung des ‚reduzierten pe" um 0,03 vom Normalwert 
innerhalb der Fehlerbreite der Versuchsanordnung. Eine solche Ver- 
schiebung der ‚reduzierten Wasserstoffzahl‘‘ entspricht bereits einer 
Änderung der CO,-Spannung des Blutes um 4mm!). Bei weitem zu- 
verlässiger ist das gasanalytische Verfahren, die Berechnung der Wasser- 
sioffzahl des Blutes aus der freien und gebundenen Kohlensäure des 
Blutes, wie es Hasselbalch ausgearbeitet hat. Ist die Menge der in 
einer Lösung chemisch gebundenen Kohlensäure und die CO,-Spannung 
derselben bekannt, so ist die Wasserstoffzahl dieser Lösung berechenbar, 
sind also die CO,-Bindungsfähigkeit des Blutes und die alveolare 
CO,-Spannung eines Schlafenden bekannt, so ist die Wasserstoffzahl 
des Blutes des Schlafenden gegeben. 

Es drängen sich also die Fragen auf: 

L Ist eine etwaige Erhöhung der Ca des Blutes durch den Eintritt 
des natürlichen Schlafes mit Hilfe des gasanalytischen Verfahrens 
nachzuweisen ? | 

2. Lassen sich bei gegebenenfalls gefundener C’'g-Erhöhung Ein- 
blicke in die Reizbarkeitsherabsetzung des Atemzentrums im Schlafe 
gewinnen ? 

Methodik. 

Blutgasanalysen. Bei 38° wurde das Blut in einen Tonometer unter 
wechselndem CO,-Druck gebracht. Die Gasanalysen der bei den einzelnen 
CO,-Drucken entnommenen Blutproben wurden im Barcroft-Differential- 
Blutgasanalysenapparat?) vorgenommen. Die Konstanten dieser Apparate 
wurden nach der von P. Hoffmann?) angegebenen, von E. Münzer und 
W. Neumann“) weiter ausgearbeiteten und begründeten Methode bestimmt, 
ihre Richtigkeit dann im Vergleich mit Apparaten erprobt, die in berufener®) 
Hand stets einwandfreie Werte ergeben haben. Im einzelnen wurden die 
Angaben von H. Straub®) streng beobachtet. Die Berechnung des py wurde 
nach dem Verfahren von Hasselbalch?) durchgeführt, wobei der Absorptions- 
koeffizient der Kohlensäure für Blut von 38° mit 0,511 angenommen wurde®). 

Alveolargasanalysen. In Frage kam nur ein Verfahren der direkten 
Bestimmung der alveolaren CO,-Spannung. Die Methode der wiederholten 


Absaugung einer größeren Anzahl von kleinen Proben der Ausatmungsluft 
am Ende der gewöhnlichen Ausatmung [Lindhard?)] schien uns zunächst 


1) Diese Zeitschr. 78, 112, 1916. 

2) I. Barcroft, The respiratory function of the blood. Cambridge 1914. 

3) Journ. of Physiol. 47, 272, 1913. 

4) Diese Zeitschr. 81, 319, 1917. 

5) In jenen von H. Straub und Kl. Meier-Gollwitzer. 

¢) Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abtl. IV, Teil 10, 1921. 

7) Diese Zeitschr. 78, 112, 1916. 

83) Bohr, Handb. d. Phys. d. Menschen 1, 63. 

?) Lindhard, Journ. of Physiol. 42, 337, 1911; Loeb, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 11, 16, 1920. 
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für unsere Versuche am zweckmäßigsten; einerseits schaltet sie die Mit- 
wirkung der Versuchspersonen bei der Bestimmung der alveolaren CO,- 
Spannung völlig aus — sie ist also ohne weiteres bei einem Schlafenden 
anzuwenden —, andererseits hat sie durch die Vervollkommnung der 
Atmungsventile durch W. Trendelenburg und L. Schall!) eine gewisse Ver- 
besserung erfahren. Zur Vermeidung des ungemein lästigen Austrocknens 
der Schleimhäute des Mundes und Rachens wurde ein Ventil für ausschließ- 
liche Nasenatmung mit ‚ungeteilter Nase‘ gewählt. Die feine Absaug- 
kapillare befand sich außerhalb des Exspirationsventils?). Ein dünnes 
Glasrohr verband das Absaugerohr mit dem Haldaneschen Gasanalysen- 
apparat. Das Quecksilber wurde aus der Analysenbürette des Haldane- 
apparates in das Verbindungsrohr und in die Absaugkapillare des Ventils 
hochgetrieben, durch eine dicht am Ventil angebrachte, leicht und sicher 
schließende Schlauchquetsche hochgehalten. Beim kurzen Öffnen des 
Quetschhahns saugte das fallende Quecksilber die Ausatmungsluft in den 
Analysenapparat. Die zu einer Bestimmung entnommenen Proben der 
Ausatmungsluft überschritten in ihrer Einzelheit niemals das Volumen 
von l ccm, in ihrer Gesamtheit nicht 10 ccm. Mit besonderer Sorgfalt 
wurde auf das rechtzeitige Absaugen der letzten Reste der Ausatmungsluft 
geachtet. Am Schließen des Ausblasventils konnte das Ende des Exspiriums 
gut erkannt werden. Die Ventile selbst waren ausgesuchte Plättchenventile, 
die sich durch ihr leichtes Spielen auszeichneten. Vor und nach jedem 
Versuch wurden die Ventile auf ihre Brauchbarkeit kontrolliert. 

In einer Reihe von Vorversuchen bei wachenden Versuchspersonen 
zeigte sich, daß die Ventilabsaugmethode (ohne Zusatzatmung!) stets zu 
niedrige Werte im Verhältnis zu jenen nach der Original-Haldanemethode 
ergab. Der Unterschied in den einzelnen Werten war immer konstant 
vorhanden, schwankte in seiner Größe zwischen 2 bis 4mm Hg, konnte 
nicht durch etwaige nicht einwandfreie Gewinnung der letzten Ausatmungs- 
luft erklärt werden®). Bei Berechnung des absoluten Wertes des Do des 
Blutes aus der CO,-Bindungskurve des Blutes konnte also die Ventilabsaug- 
methode keine Berechtigung haben; allein bei unserer ersten Fragestellung, 
bei der nur der Nachweis einer Änderung der Ou verlangt wird, glaubten wir 
sie benutzen zu dürfen. Im ganzen wurde sie nur bei Untersuchungen bei 
zwei Versuchspersonen (K. S., H. P.) angewandt. In weiteren Versuchen 
wurde die alveolare CO,-Spannung nach dem Vorgang von H. Straub’) 
mit der Original-Haldanemethode bestimmt. Der Nachteil dieser Methode, 
ihre Abhängigkeit von einer Willensbetätigung der Versuchsperson, mußte 
mit in Kauf genommen werden; ihm wurde jedoch durch eine besondere 
Auswahl der Versuchspersonen möglichst Rechenschaft getragen. 


Versuchsanordnung. 
An den Versuchstagen wurden von den Versuchspersonen keine größeren 
körperlichen Leistungen ausgeführt. In den 3 bis 4 Stunden vor Eintritt 
in den Schlaf nahm die Versuchsperson keine Nahrung zu sich, verhielt 


1) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 14 bis 22, 311, 322, 1921. 

2) Über die Vor- und Nachteile des Anbringens der Absaugekapillare 
außerhalb der Ausblasklappe des Ventils siehe K. A. Hasselbalch und 
I. Lindhard, Skand. Arch. f. Physiol. 25, 361, 1911; Schall (l. c.). 

3) Auch Trendelenburg fand im Vergleich beider Methoden ähnliche 
Differenzen. 

4) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 117, 397, 1915. 
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sich möglichst ruhig. Unmittelbar vor dem Einschlafen wurde durch Venen- 
punktion aus dem Arm Blut entnommen, hierbei der Arm tunlichst wenig 
bewegt und gestaut. Durch vorsichtiges Schlagen des Blutes mit einem 
Holzstab wurde der Faserstoff zur Gerinnung gebracht und aus dem Blut 
entfernt; dieses über Nacht in geschlossenem Wägeglas im Eisschrank 
aufbewahrt. Nach den Untersuchungen von H. Straub und Meier!) ist es 
möglich, steriles Blut durch Aufbewahren auf Eis vor der die CO,-Bindungs- 
fähigkeit herabsetzenden Zersetzung mindestens 24 Stunden lang zu 
schützen. Vor der Ausführung der Venenpunktion wurde regelmäßig die 
alveolare CO,-Spannung der Versuchspersonen, die im Laufe des Tages 
öfters kontrolliert worden waren, gemessen. 

Nun wurden die Vorbereitungen für die Nacht getroffen: in einem 
Raum, in den man möglichst geräuschlos kommen konnte, lagerte sich die 
Versuchsperson ausgezogen ins Bett. Der eine Arm wurde freigemacht, 
bei den Ventilversuchen mit einer breiten Gummimanschette eines Blut- 
druckapparates lose unter Vermeidung jeglicher Stauung umschnürt; er 
kam dann beim Einschlafen offen auf die Bettdecke zu liegen. Das Atmung- 
ventil wurde auf seine Brauchbarkeit geprüft, der Versuchsperson aufgesetzt, 
mittels eines Kugelgelenkes auf eine Kieferschiene fixiert und mit dem 
Analysenapparat verbunden. Lagerte die Versuchsperson zum Schlafen 
bequem im Bett, spielten die Ventile ungestört, so wurde ‚gute Nacht“ 
gewünscht, die Versuchsperson im Dunkeln zurückgelassen. Ungefähr 1 bis 
2 Stunden?) nach Eintritt in den Schlaf — bei einer Versuchsperson, die 
nach ihrer nervösen Konstitution und geistigen Betätigung zweifelsohne 
dem sogenannten ‚„Morgentyp‘‘' Michelsons angehörte, erst in der dritten 
Morgenstunde — wurden mit großer Vorsicht Proben der Ausatmungsluft 
entnommen und geräuschlos bei abgeblendetem Licht im Analysenapparat 
untersucht. Ein bis zwei Kontrollbestimmungen, die gut übereinstimmende 
Werte ergaben, wurden stets vorgenommen. Alsdann wurde langsam durch 
vorsichtiges Aufblasen der Armmanschette der Arm gestaut, mit einem 
kurzen Ruck die Punktionsnadel in die pralle Vene eingeführt. Erst der 
kurze Einstichschmerz brachte die schlafende Versuchsperson zum Wachen. 
Das so erhaltene Blut wurde defibriniert, auf das Eis gestellt und ebenso 
wie das am Abend gewonnene stets im Laufe des folgenden Tages untersucht. 
Bei den Bestimmungen der alveolaren CO,-Spannung nach dem Haldane- 
schen Verfahren stand der Analysenapparat gebrauchsbereit in allernächster 
Nähe des Schlafenden ; unmittelbar nach der nur wenige Sekunden dauernden 
maximalen Exspiration wurde die Blutentnahme vorgenommen. Die 
Versuchspersonen waren Ärzte und Studierende, gesunde, junge, kräftige 
Männer im Alter von 24 bis 31 Jahren; sie wußten im allgemeinen nichts 
von dem Zweck der Untersuchung, waren mit der Technik des Ausatmens 
durch vorhergehende Übungen gut vertraut; ihre Analysen zeigten immer 
konstante Werte. Als ehemalige Soldaten konnten sie leicht in Halbschlaf 
durch ein kurzes ‚‚Aufstehen‘‘ zum sofortigen Aufsitzen im Bett und zu 
maximalem Ausatmen gebracht werden. 


1) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 129, 54, 1919. 

2) Nach Feststellungen von Michelson (Michelson, Physiologische 
Arbeiten, herausgegeben von Kräpelin, 2, 84) ist bei gesunden Menschen 
am Ende der ersten bis zweiten Stunde nach Eintritt des Schlafes, bei dem 
sogenannten ‚Morgentyp‘‘ der geistigen Arbeiter erst gegen Morgen die 
größte Schlaftiefe vorhanden. 
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Versuehsergebnisse. 
I. 


Tabelle I stellt die einzelnen Versuchsergebnisse der alveolaren Gas- 
analysen zusammen. H. Straubs erstmalige Feststellung wird erneut be- 
stätigt: bei allen Versuchspersonen ist im Schlaf die alveolare CO,-Spannung 
erhöht. Die Größe der Erhöhung ist bei den einzelnen Personen verschieden, 
sie hängt — von dem absoluten Wert der CO,-Spannung und von der 
Ernährung der Versuchsperson abgesehen — von der Tiefe des Schlafes, 
von der Reizbarkeitserniedrigung des Atemzentrums ab!). 





Tabelle I. 
Daum | yete | C Alveo. CO} | Alveol.CO, 
Datum | personen | Fe | mm 
EE i 
| vor dem Schlaf 623 | 442 
26. V. 1923, G. E. im Schlaf 727 516 
i | vor dem Schlaf 5,04 36,5 
En en im Schlaf 5.42 39.2 
vor dem Schlaf 6,00 42,7 
16. VI. | BP | im Schlaf 6,40 45.6 
1 ' vor dem Schlaf 6,03 42,9 
Zu u im Schlaf 700 | 498 
! 
u vor dem Schlaf 5,64 40,1 
30. VI. | K.B. | im Schlaf 6.29 447 
vor dem Schlaf 5,31 37,9 
LI | AK. im Schlaf 621 | 443 
! vor dem Schlaf 5,07 | 36,1 
| REDEN. im Schlaf 6,76 | 482 








Hasselbalch hat angenommen, daß Reizbarkeitsänderungen des Atem- 
zentrums nicht von bedeutendem Einfluß auf die alveolare CO,-Spannung 
sind. Bei Erhöhung der Reizbarkeit des Atemzentrums beträgt, wie er 
glaubt, die Erniedrigung der CO,-Spannung ‚‚mehr als 5 mm praktisch wohl 
nie‘‘®). Bei herabgesetzter Reizbarkeit des Atemzentrums durch den Schlaf 
haben unsere Beobachtungen Werte für die Erhöhung der alveolaren CO,- 
Spannungen gegeben, welche die Breite von 5 mm wesentlich überschreiten, 
in zwei Fällen sogar 1 Proz. einer Atmosphäre betragen. Versuchsfehler 
bei der Entnahme der Gasproben konnten mit Sicherheit ausgeschaltet 
werden. Untersuchender ist seit über 2 Jahren im dauernden Gebrauch des 
Haldaneschen Apparates geschult?). Es mag vielleicht nicht als Zufall 
anzusehen sein, daß bei G. E. und T. L., bei denen die alveolare CO,- 


1) Diese Zeitschr. 46, 431, 1912. 

2) E. Bass und K. Herr, Zeitschr. f. Biol. 75, 279, 1922, haben so versucht, 
die Größe der Erhöhung der CO,-Spannung im Schlaf als ein objektives 
Maß der Schlaftiefe anzusehen. 

3) Bei G. E. wurden in einer früheren Arbeit (l. c.) alveolare Gasanalysen 
im Schlaf bei verschiedener Kost und bei Inanition vorgenommen. Die 
Schlafwerte überschritten die Tageswerte stets um 5 bis 8 mm. 
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Spannung im Schlaf die stärksten Erhöhungen zeigt, der Durchschnittswert 
der alveolaren CO,-Spannung sich dicht an der oberen Grenze der Norm 
befindet. H. Straub fand im Maximum eine Erhöhung der Spannung von 
rund 5,5 mm, Bass eine solche von ungefähr 4 mm. Nur Leathes berichtet 
von bedeutend größeren Erhöhungswerten. So hat er in einem Falle im Nacht- 
schlaf eine Erhöhung der alveolaren CO,-Spannung vom 6,76 Proz. gegen- 
über dem Morgenwert von 5,07 Proz. beobachtet, was bei Annahme eines 
Barometerstandes von 760 mm einer Abnahme des Schlafwertes von 
48,2 mm, auf den Morgenwert von 36,1 mm, also einer uns etwas groß 
erscheinenden Druckdifferenz von 12,1 mm Hg entspricht. 


Auf die Bedeutung der Erhöhung der CO,-Spannung im Schlaf für 
den Organismus usw. wird in späterem eingegangen werden. Nimmt man 
eine durchschnittliche Erhöhung der alveolaren CO,-Spannung im Schlaf 
von 5 mm an, so muß die obere Grenze der alveolaren CO,-Spannung, die 
man für physiologische Verhältnisse bisher bei 45mm angegeben hat, 
ungefähr bei 50 mm Hg zu suchen sein. 


Die Ergebnisse der Untersuchungen der CO,-Bindungsfähigkeit der 
verschiedenen untersuchten Blutproben lassen sich am übersichtlichsten in 
den Kurven ablesen, welche die Abhängigkeit der CO,-Kapazität des Blutes 
von der CO,-Spannung graphisch zum Ausdruck bringen. 


Da wir im voraus mit nur kleinen Schwankungen der CO,-Kapazität 
des Blutes im Schlaf rechneten, so wurden mit besonderer Sorgfalt die 
Blutgasanalysen vorgenommen. Nach Möglichkeit wurde bei den beiden 
Vergleichsblutuntersuchungen die CO,-Kapazität bei ‚annähernd ent- 
sprechenden CO, - Spannungen 
und stets mit entsprechenden 
Differentialapparaten gemessen. 
Für unsere Zwecke hat das Stück 
der Bindungskurve besonderes 
Interesse, das den unter phy- 
siologischen Bedingungen vor- 
kommenden CO, - Spannungen 
entspricht. Zur völlig ein- 

sent deutigen Charakteristik der 
Bindungskurven wurde auch 
Be EE die CO,-Kapazität des Blutes 
| | für CO,-Spannungen gemessen, 
OD WE we an Seege 
SES jegen. Sind diese er 

szisse: Kohlensaurespannung, mn: Ordinate‘ Kohlen, Kurve auf der Abbildung nicht 
säurekapazität, Vol»Proz., Peters-Barr- Bulescher mehr vorhanden, so sind sie in 


Normalbezirk durch die zwei punktierten Grenzkurven dem der Arbeit beiliegenden 
angegeben. 





L G. E. @ vor dem Schlaf, @ im Schlaf. Protokoll zu finden. 
IL K. S. @ vor dem Schlaf, © im Schlaf. Sämtliche Kurven fallen ın 
den von Peters, Barr und Rule!) 
angegebenen ‚‚Normalbezirk der Weltliteratur‘. Im wesentlichen sind die 


entsprechenden CO,-Bindungskurven des Wach- und Schlafblutes die 
gleichen: bei G. E., K. S., H. P., K. B. sind sie als völlig identisch zu 
bezeichnen (Abb. 1, 2, 3), bei Versuch T. L. und A. K. liegt die CO,- 


1) Journ. of biol. Chem. 45, 489, 1921. 
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Bindungskurve des Schlafblutes um rund 11 bzw. 2 Vol.-Proz. tiefer. 
Untersuchungen, die sich auf Änderungen der CO,-Bindungskurve durch 
den Einfluß des natürlichen Schlafes erstrecken, liegen unseres Wissens 
nach bisher nicht vor. I. B. Collip!) hat die Wirkung des Schlafes auf die 
Alkalireserve des Plasmas bei neun Personen kontrolliert, bei drei Versuchs- 
personen keine Änderung, bei 
den übrigen eine geringe Er- 
höhung der Alkalireserven nach 
dem Schlaf beobachtet. Allein 
von den Einwänden?) gegen 
die Methode (van Siyke-Cullen), 
deren sich Collip bediente, ab- 
gesehen, hat Collip die Alkali- 
reserve nur für einen CO,-Druck 
bestimmt. Bei unseren Ver- 
suchen indessen ist die CO,- 
Kapazität des Blutes für 
eine Reihe von steigenden CO,- 
Drucken gemessen worden. 





. . U 
Die Beobachtung einer CO;- 
Bindungskurve ermöglicht so ae 

; i Gm 111. H. P. @ vor dem Schlaf, & im Schlaf. 
eine weit zuverlässigere Be- IV. T. L. C vor dem Schlaf, & im Schlaf. 


urteilung der Verhältnisse bei 
eventuellen Änderungen der 
Alkalireserve. Ausden Angaben 
Collips ist die genaue Zeit der 
Blutentnahme vor Schlafbeginn, 
ferner das zeitliche Verhältnis 
der Entnahmezeit zu der zuletzt 
eingenommenen Mahlzeit nicht 
zu ersehen; von unserer Ver- 
suchsanordnung abweichend, 
hat Collip das Blut nicht zur 
Zeit des tiefsten Schlafes ent- 
nommen, sondern „in the early 
morning, the subjects first being 





í 
roused from a sound slumber‘. Abb. 3. 
V. K. B. @ vor dem Schlaf, @ im Schlaf. 
Unsere Beobachtungen VI. G. E. O vor dem Schlaf, & im Schlaf. 


haben also ergeben, daß das 

Blut im Schlafe bei nicht oder nur unwesentlich veränderter Alkali- 
reserve unter einem mehr oder minder erhöhten CO,-Druck steht. 
Der Gleichgewichtszustand der freien und gebundenen Kohlensäure 
hat eine Änderung erfahren, die zahlenmäßig in eine Änderung der 
Ca des Blutes zum Ausdruck kommt (Tabelle II): Im Schlafe ist die 
Reaktion des Blutes gegenüber dem Wachwerte geändert, die Wasserstoff- 
ionenkonzentration ist stets erhöht. Die Deutung dieser Beobachtung 
ist in der Beeinflussung der Atemregulation durch den Schlaf zu 


1) Ebendaselbst 41, 473, 1920. 
2) Hans Gollwitzer, diese Zeitschr 183, 590, 1923. 
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suchen. Im Schlafe ist das Atemzentrum in seiner Reizbarkeit un- 
empfindlicher geworden, es stellt sich in seiner die Reaktion des Blutes 
regulierenden Tätigkeit auf eine höhere Co ein. 


Den ersten Teil unserer Fragestellung dürfen wir als erledigt an- 
sehen. 


II. 


Seit Rosenthals Versuchen!) der weitmöglichsten Unterbrechung 
aller zur Medulla oblongata führenden zentripetalen, die Atmung 
beeinflussenden Nervenbahnen hat man Grund anzunehmen, daß die 
sogenannten „inneren Reize‘‘ für das Atemzentrum in den an seinem 
Orte herrschenden chemischen und physikalischen Bedingungen ge- 
geben sind. Es hat sich zeigen lassen, daß die Temperatur und eine 
bestimmt veränderte Zusammensetzung des das Atemzentrum um- 
spülenden Blutes die rhythmische Tätigkeit des Atemzentrums weit- 
gehend beeinflussen. Auch lokale Zirkulationsverhältnisse des Atem- 
zentrums haben eine bestimmte Bedeutung: Je mehr des durch ge- 
wisse Eigenschaften das Atemzentrum reizenden Blutes in der 
Zeiteinheit dem Atemzentrum angeboten wird, desto größer ist die 
Reizwirkung des Blutes; desgleichen wirkt auch ungenügende Blut- 
versorgung des Atemzentrums durch auftretenden Sauerstoffmangel 
erregend. 

Wenngleich so die Verhältnisse bei der Reizwirkung des Blutes auf 
das Atemzentrum in vielen Fällen nicht einwandfrei und eindeutig zu 
beurteilen sind, so spielt die chemische Regulation der Atmung durch den 
Säuregrad des Blutes bei weitem nach ihrer Bedeutung die größte Rolle 
unter den sogenannten ‚inneren Reizen‘ für das Atemzentrum; mit 
H. Winterstein?) nimmt man an, daß — bei unveränderter Erregbarkeit 
des Atemzentrums — eine Änderung des Co des Blutes als Anreiz für das 
Atemzentrum dient. Ist die Reizbarkeit des Atemzentrums durch den 
Einfluß des Schlafes geringer, das Atemzentrum also gegenüber der Zu- 
nahme der Co unempfindlicher geworden, so nimmt die Wasserstoffzahl des 
Blutes zu. Die Größe der Verschiebung des Wasserstoffionenspiegels des 
Blutes im Schlaf, ausgedrückt durch die Differenz der entsprechenden Cy» 
ist als ein absoluter Wert der Erregbarkeitsänderung des Atemzentrums 
anzusprechen. Sieht man also die Uu des Blutes des wachsenden Menschen 
als Ausdruck des Erregbarkeitszustandes des Atemzentrums, die Cp- 
Erhöhung durch die Wirkung des Schlafes als jenen einer Erregbarkeits- 
änderung des Atemzentrums an, so kann man durch die Beziehung 


Oo —C 
100 .-# e H die relative Größe der Erregbarkeitsänderung des Atem- 
H 





zentrums angeben. Für die Beobachtungen der einzelnen Versuche 
ergeben sich die in Tabelle II abzulesenden Werte. 


1) Arch. f. Physiol. 1865, S. 191. 
®) Arch. f. Physiol. 188, 167, 1911; diese Zeitschr. 70, 45, 1915. 


| 
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Tabelle II. 


Lie, Cu geben die Werte des Schlafblutes an.) 


Versuchs» | ' 





personen Pu PH Ä 
G.E. . . .i| 7,308 7,256 
(K.S . ., 7,299 7,280 
(H. P ; 7,285 7,266 
T.L 7,295 7,242 
K.B. .. 7,311 7,273 
A.K. .., 7,322 7,256 
Leathes ber. | 17,354 7,266 


Nehmen wir die von Leathes (S. 55) berichteten, in der Gesamtliteratur 
größten Erhöhungswerte (bei Schlafwirkung) für die alveolare CO,-Spannung 
mit in unsere Betrachtungen auf, berechnen für den Morgen- (= 36,1 mm) 
bzw. für den Schlafwert (48,2 mm) der alveolaren CO,-Spannung die ent- 
sprechenden Oo für ein Blut mit mittelgroßer Alkalireserve (bei 40 mm 
CO,-Spannung 50 Vol.-Proz. CO,) und nehmen wir an, daß die Größe der 
Alkalireserven keine wesentliche Änderung ım Schlaf erfahren habe, so 
finden wir Grenzzahlen für die in der Weltliteratur gemachten Beobachtungen 
für den absoluten Wert der Erregbarkeitsherabsetzung durch die Wirkung 
des Schlafes mit C, = 10-30. Die Zunahme der Wasserstoffionen- 
konzentration des Blutes im Schlaf, in Prozenten der Woasserstoffionen- 
konzentration des Wachblutes ausgedrückt, ist ein Maß für den relativen 
Wert der Reizbarkeitsherabsetzung des Atemzentrums durch die Wirkung 


E 
des Schlafes. Als Grenzzahl für den Ausdruck 100: > ergibt sich 


die Zahl 22,6; d.h.: Die Abnahme der Erregbarkeit des Aamsentruma 
durch die Wirkung des Schlafes ist unter Umständen bedeutend, in einem 
Falle ist im Schlaf die Wasserstoffionenkonzentration des Wachblutes um 
rund 20 Proz. ihres Wertes gestiegen. Unterhalb dieser mehr oder minder 
willkürlich angegebenen Grenzwerte fallen unsere beobachteten Zahlen. 
Man darf annehmen, daß die Größe des absoluten und relativen Wertes 
der Erregbarkeitsherabsetzung des Atemzentrums parallel der Tiefe des 
Schlafes geht. 


Das Studium der Säuren- und Basenverhältnisse des Blutes im Schlaf 
hat uns Einblicke gestattet in die Bedeutung des Erregbarkeitszustandes 
des Atemzentrums für den Mechanismus der Atmungsregulation. Die Lehre 
von der Konstanz der Reaktionsgröße des Blutes bei den verschiedenen 
physiologischen Verhältnissen muß eine Berichtigung erfahren: die Co des 
Blutes im physiologischen Schlaf ist nachweislich erhöht. Es ergibt sich 
die bemerkenswerte Tatsache, daß im gesamten Lebensschlaf, also im 
Drittel des Lebens eines Durchschnittsmenschen die Woasserstoffzahl des 
Blutes erhöht ist; für den Körper sind also für diese Zeit veränderte Be- 
dingungen gegeben. Für den Ablauf sämtlichen biologischen Geschehens 
im lebenden Organismus sind bekanntlich die Reaktionsverhältnisse von 
größter Bedeutung. Die verschiedensten physiologischen Vorgänge werden 
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durch Störungen desselben vielfach beeinflußt. Mit Nernst!) sieht man die 
physiologische Erklärung eines Erregungsvorganges im Nerven in Kon- 
zentrationsänderungen der Ionen an den Zellgrenzen. Bethe?) glaubt auf 
Grund der Ergebnisse seiner Modellversuche in der Störung der neutralen 
Reaktion an den Grenzflächen der Zellen die eigentliche Ursache der Er- 
regung annehmen zu dürfen. Wie denn im einzelnen auch das Spiel der 
Ionen an der kolloiden Zellgrenze sein mag, so darf man als gesicherte 
Tatsache betrachten, daß dabei die C -Änderungen eine bedeutende Rolle 
spielen. Zwar sind wir weit davon entfernt, in der nervösen Substanz die 
chemisch-physikalischen Korrelate des geistigen Geschehens auch nur 
annähernd zu übersehen, allein unsere mehr oder minder groben physio- 
logischen Vorstellungen über das Wesen der Lebensäußerung der nervösen 
Zelle erlauben uns manche Erscheinungen, die an das Leben der Nerven- 
substanz geknüpft sind, verständlicher für unser jetziges Wissen zu machen, 
sie gestatten uns die Abhängigkeit des nervösen Geschehens von veränderten 
chemischen und physikalischen Bedingungen zu verfolgen und zu erklären. 

Wir sind also vor die berechtigte Frage gestellt: Wie dürfen wir 
den Schlaf mit seiner verminderten Erregbarkeit des gesamten Nerven- 
systems in ursächliche Beziehung bringen zu der beim Schlafe zu beob- 
achtenden Veränderung der physikalisch-chemischen Struktur des 
Organismus? Gestatten uns die veränderten Bedingungen, unter denen 
das Blut im Schlafe steht, neue Einblicke zu gewinnen in die Physiologie 
des Schlafes ? 

Wohl zu den ältesten Deutungsversuchen des Wesens des Schlafes 
gehört die Lehre von der Ermüdung des Nervensystems®?). Wie der Muskel 
des Körpers nach einer bestimmten Arbeitsleistung ermüdet, so bedarf 
auch das tätige Nervensystem nach einer gewissen Zeit der Ruhe Man 
fand, daß der tätige, besonders der ermüdete Muskel sauer, der ruhende 
dagegen amphoter reagiert‘, Den Chemismus des ermüdeten Muskels 
übertrug man auf den Schlaf. In der lähmenden Wirkung der im stofflichen 
Umsatz der Nervenzellen sich anhäufenden Stoffwechselprodukte sah man 
das Wesen des Schlafes und glaubte im Nachweis von ‚„Ermüdungsstoffen“ 
das Problem des Schlafes gelöst zu haben. Allein schon in der Natur dieser 
Stoffe war man sich nicht einig, die einen sprechen Milchsäure®), die anderen 
Kreatin und andere Umsatzprodukte des Stoffwechsels als die sogenannten 
„ponogenen‘ Körper an. Der ‚„‚Ermüdungsstoffe‘‘ gemeinsame Eigenschaft 
erkannte Obsteiner®); er nahm an, ‚daß das Bedürfnis nach Schlaf durch 
den erhöhten Säuregehalt des Gehirns bedingt sei‘; schon vorher hatte 
ein Unbekannter?) auf die Bedeutung der CO, für den Ablauf des Schlafes 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 37, 1890. 

2) Pflügers Arch. 168, 147, 1916. 

®) Schon Anazagoras 450 v. Chr. soll sie gelehrt haben. 

*) Du Bois-Reymond, Gesammelte Abhandlungen zur allgemeinen 
Muskel- und Nervenphysik, S. 2, 3. Leipzig 1877 

5) Ranke, Die Lebensbedingungen des Nerven. Leipzig 1860; Preyer, 
Über die Ursache des Schlafes. Stuttgart 1877. 

8) Zeitschr. f. Psychiatrie 29, 224. 

7) Wien. med. Wochenschr. 1870, 8. 730. Wegen der Originalität 
der Deduktion sei ihr Inhalt mitgeteilt: ‚Wenn also während des Tages 
nicht so viel CO, ausgeschieden wird, als im Körper gebildet wurde, so 
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hingewiesen. Später stellte R. Dubois!) eine ‚‚theorie du sommeil naturel 
par autonarcose carbonique‘‘ auf und glaubte sie in Versuchen an Tieren 
und Menschen beweisen zu können. 

Allen diesen Erklärungsversuchen des Schlafes, denen noch eine große 
Reihe mehr oder minder gelungener an die Seite zu stellen sind, fehlte 
jedoch irgend eine bzw. eine einwandfreie eindeutige experimentelle Grund- 
lage. Die Schlüsse wurden meist durch theoretische Folgerungen aus Ver- 
gleichen gezogen. Direkte Untersuchungen des Blutes im Schlaf wurden 
kaum vorgenommen, ergaben niemals einwandfrei das Vorhandensein 
der hypothetischen Ermüdungsstoffe. Auch die serologischen Unter- 
suchungen?) des Ermüdungsblutes führten für unsere Frage, von der 
Schaffung neuer Namen abgesehen, anscheinend zu keinen greifbaren 
Ergebnissen. Erst durch die Weiterentwicklung der Physiolagie der Atmung 
kam man zu neuen Untersuchungsmethoden, zu neuen Fragestellungen. 
In der Haldaneschen Methode der Bestimmung der alveolaren CO,-Spannung 
wurde ein brauchbares Verfahren gefunden zur Beobachtung der CO,- 
Spannung des Blutes; indem sich H. Straub dieser Methode bediente, 
konnte er bei Untersuchungen über die Atmungsregulation im Schlaf 
die mit Schlafeintritt auftretende Erhöhung derCO,-Spannung des arteriellen 
Blutes zum ersten Male einwandfrei feststellen. Er schloß auf eine Ver- 
minderung des Spannungsgefälles der CO, vom Gewebe zum Arterien- 
und Kapillarblut, also auf eine erschwerte Abgabe der CO, aus dem Gewebe, 
der durch eine verlangsamte Blutzirkulation Vorschub geleistet wird. 
Der Anstieg der CO,-Spannung im Gewebe kommt auch in einem Anstieg 
der gleichzeitig beobachteten venösen CO,-Spannung zum Ausdruck. 
In weiterem nahm Straub als Folge der veränderten Gewebsatmung eine 
Erhöhung der Co des Blutes und Gewebes an. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen bestätigen Straubs Annahme, 
Straubs Hypothese des Schlafmechanismus erfährt so eine weitere Be- 
stätigung: im Schlaf führt die Erregbarkeitsherabsetzung des Atemzentrums 
zu einer Erhöhung der CO,-Spannung, zu einer C,,-Erhöhung des Blutes 
und der Gewebe; sieht man die Verminderung der Erregbarkeit des Atem- 
zentrums im Schlafmechanismus als primum movens an, so lassen sich 
gewisse Begleitsymptome des Schlafes durch die C -Erhöhungen des Blutes 
erklären. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daß im natürlichen Schlafe die Wasserstoff- 
zahl des Blutes gegenüber ihrem Wachwert erhöht ist. Die Erhöhung 
des Ca-Spiegels findet ihre Erklärung in der Beeinflussung der Atmungs- 
regulation durch den Schlaf. Im Schlafe stellt sich das Atemzentrum 
in seiner die Reaktion des Blutes regulierenden Tätigkeit auf eine 
höhere Ca ein. Es ergibt sich die bemerkenswerte Tatsache, daß im 


werden die Gewebe desselben immer CO,-reicher werden und das Gefühl 
der Ermüdung wird überhand nehmen. Endlich ist der CO,-Gehalt des 
Blutes derart angestiegen, daß durch Reizung der Med. oblongata jene 
Narkose herbeigeführt wird, die man Schlaf nennt, deren Wesen besteht 
wahrscheinlich in einer Kontraktion der feinsten Arterien, wie eine solche 
bei Kohlensäurenarkose eintritt‘. 

1) C. r. Soc. de Biol. 1895, S. 814, 830. 

3) Weichhardt, Über Ermüdungsstoffe. Stuttgart 1910. 
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gesamten Lebensschlafe, also im Drittel des Lebens des Durchschnitts- 
menschen, für den Organismus veränderte physikalisch-chemische Be- 
dingungen gegeben sind. 

2. Die Erhöhung der Cy ist vor allem durch die Zunahme der 
CO,-Spannung des Blutes bedingt. Die Alkalireserve des Blutes wird 
durch den Schlaf nur unbedeutend, in den meisten Fällen nicht nach- 
weisbar verändert. Der Gleichgewichtszustand zwischen der freien 
und gebundenen Kohlensäure im Blute, der bei den verschiedensten 
physiologischen Bedingungen vom Organismus mit großer Zähigkeit 
konstant gehalten wird, erfährt im Schlafe eine Änderung. Bei Berück- 
sichtigung der Beeinflussung der Atmungsregulation durch den Schlaf 
ist die obere Grenze der bei physiologischen Verhältnissen auftretenden 
CO,-Spannungen des arteriellen Blutes bei ungefähr 50 mm Hg an- 
zugeben. 

3. Es wird eine Methode beschrieben, die gestattet, exakt in Zahlen 
die Größe der durch den natürlichen Schlaf herbeigeführten Veränderung 
der Erregbarkeit des Atemzentrums festzulegen. Sieht man die Cu 
des Blutes des wachenden Menschen als Ausdruck des Erregungs- 
zustandes, die Ca-Erhöhung (Ca — Cun) des Blutes durch die Wirkung 
des Schlafes als jenen der Erregbarkeitsänderung des Atemzentrums 
an, so ist in Ca — Cu der absolute, in der Beziehung 100 CR 

H 
der relative Wert der Erregbarkeitserniedrigung gegeben. Beide Größen 
hängen von der Tiefe des Schlafes ab. Als angenäherter Grenzwert 
ist für Ca — Ca = 103% gefunden worden; ihm entspricht in einem 
speziellen Falle eine Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration des 
Blutes im Schlafe um rund 20 Proz. ihres Wachwertes. 

4. Es wird versucht, die veränderten Bedingungen, unter denen 
das Blut im Schlafe steht, zur Gewinnung von neuen Einblicken in 
die Physiologie des Schlafes heranzuziehen. H. Straubs Hypothese des 
Schlafmechanismus erhält dadurch eine weitere Bestätigung. Sieht 
man die Verminderung der Erregbarkeit des Atemzentrums im Schlaf- 
mechanismus als primum movens an, so lassen sich gewisse Begleit- 
symptome des Schlafes durch die Ca-Erhöhung des Blutes erklären. 


Versuche. (Abb. 1, 2, 3.) 


Im Protokoll stehen unter ‚ante‘ die Werte des Wachblutes, unter „in“ 
jene des Schlafblutes. 


G. E., 26. V. 1923. 
ante: CO,- Spannung: mm 22,3 44,1'64,3184,7 | alv. CO,- Spannung 44,2 mm 
CO,-Kapaz.: Vol.-Proz. | 43,1 54,8 0121086 | 
41,9 53,1 59,6 eg Py regl. 7,308 
in: CO,-Spannung: mm 25,144,3 65,1 85,4 'alv. CO,-Spannung 51,6 mm 
CO,-Kapaz.: Vol.-Proz. , 43,0 54,3 62,565,3 
ı — 585,1:60,666,9 Py regl. 7,256 
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K. S., 9. VI. 1923. 


mm ||20, 931 ‚7143,21100,4 alv. CO,-Spannung 36,5 mm 















































-Proz. | 
32. T: al 7 45, 2 60, 8 Du regl. 7,299 
mm . CO,-Spannung 39,2 mm 
a 947,059, 3 
Du regl. 7,280 
H. Pr 16. VI. 1923, 
mm |21,4 40,2|61,0'93,6 | alv. CO,-Spannung 42,7 mm 


‚35.4 47.8 56,3 65,4 
136,7 — |57,163,7', 
mm 20,5 .41,8.63,7 99,8 alv. 
-Proz. |34,7 49,2)55,2)65,7 
‚36,0 49,9/57,6| — | 
T. L., 23. VI. 1923. 
mm ' 21,944,3 64,6'86,7!|alv. 


-Proz. 36,6 50,9 59,1;64,9 
38,1/51,2| — 


-Proz. 
PH regl. 7,285 
CO,-Spannung 45,6 mm 





pu regl. 7,266 


CO,-Spannung 42,9 mm 


Dn regl. 7,295 

















mm 22.8 43,1 62,8 83,3 | alv. CO,-Spannung 49, 8 mm 
Proz. ' 37,4 48,8 56,1 62.6 
‚37,2 50.7582 — : py regl. 7,242 
K. B., 1. VII. 1923. 
mm ||24,4134,1/41,6|50,4 96,6|| alv. CO,-Spann. 40,1 mm 
-Proz.||39,6 45 A A0 ,5|53,1 63. 3 
40.9 — '— 53,6 62,2 Du regl. 7,311 
mm |28 ‚8,41,6 51,5 76,1, — alv. CO,-Spann. 44,7 mm 
-Proz. 13.0.49,0:53,1 60,8 — 
PH regl. 7,277 

















@. K., 6. VII. 1923. 
mm ||22, 8.40,4160,6 00,4|| alv. CO,-Spannung 37,9 mm 
-Proz. 37.2 48,8 55,3. 64,1 
38, 848. 5| — 63, 2 Du regl. 7,322 
mm 23.5 42.4 62,3 90,7 alv. CO,-Spannung 44,3 mm 


7,256 


-Proz. |35,7.46,8 55,961,6 


138,147,4 — |— | Pr regl. 
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Über die sogenannte Autoxydation des Cysteins. 


Von 


Seishi Sakuma. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 7. August 1923.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Das Cystein!) gehört zu denjenigen Stoffen, die man als ‚autoxy- 
dabel‘“ bezeichnet, ein Ausdruck, mit dem man sagen will, daß Cystein- 
moleküle und Sauerstoffmoleküle, wenn sie unter gewissen Bedingungen 
zusammentreffen, ‚von selbst“, ohne Beteiligung anderer Stoffe, mit- 
einander reagieren. 

Nach den im folgenden beschriebenen Versuchen, die ich auf 
Anregung und unter Leitung von Herrn Warburg ausgeführt habe, 
scheint diese Auffassung nicht zuzutreffen. Die Reaktionsfähigkeit von 
C'ysteinpräparaten nimmt mit f[ortschreitender Reinigung mehr und mehr 
ab. Was man bisher als ‚Autoxydation‘‘ des C'ysteins beschrieben hat, ist 
nichts anderes gewesen als eine Oxydationskatalyse durch Verunreini- 
gungen. 

Inhaltsübersicht. 1. Der Ausgangspunkt der Arbeit. — II. Die Methode 
der Oxydationsmessung. — III. Die Weasserstoffionenkonzentration. — 
IV. Die Darstellung des Roheysteins. — V. Die Wirkung von Pyrophosphat 
auf die Cysteinoxydation. — VI. Die Reinigung der Reagenzien. — VII. Die 
Reinigung des Cysteins. — VIII. Die Oxydationsgeschwindigkeit des ge- 
reinigten Cysteins.. — IX. Die Reaktionsfähigkeit der Cystein-Eisen- 
verbindung. — X. Die chemische Natur der Verunreinigungen. — XI. Zu- 
sammenfassung der Ergebnisse. 


I. Der Ausgangspunkt der Arbeit. 

Fügt man zu einer neutralen Cysteinlösung Eisenchlorid, so er- 
scheint eine Violettfärbung, die beim Stehen der Lösung verschwindet, 
beim Schütteln wiederkehrt, bis das gesamte Cystein zu Cystin oxydiert 
ist. Bei Zusatz von Blausäure verschwindet die violette Färbung, 
an ihre Stelle tritt nach wenigen Sekunden eine tiefblaue unbeständige 
Färbung. — Diese Erscheinungen zeigen erstens, daß Eisen mit Cystein 


1) Vgl. O. Meyerhof, Pflügers Archiv 200, 1, 1923; O. Warburg und 
S. Sakuma, ebendaselbst 200, 203, 1923. 
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eine Komplexverbindung eingeht, zweitens, daß Blausäure mit der 
Cystein-Eisenverbindung unter Bildung eines cyanhaltigen Komplexes 
reagiert. 

Mißt man die Geschwindigkeit, mit der sich eine Cysteinlösung 
unter dem Einfluß der genannten Zusätze oxydiert, so findet man, 
daß Eisen die Oxydation beschleunigt, Blausäure die Wirkung des 
Eisens aufhebt, wie zuerst Mathews und Walker!), später viele andere 
festgestellt haben. Die Deutung ist nach dem vorhergehenden einfach. 
Die katalytische Wirkung des Eisens beruht auf der Reaktionsfähigkeit 
der komplexen Cystein-Eisenverbindung, die antikatalytische Wirkung 
der Blausäure auf der Bildung einer katalytisch unwirksamen Eisen- 
Cyanverbindung. 

Liegen die Verhältnisse so weit klar, so fügen Mathews und Walker 
eine Beobachtung hinzu, deren Deutung auf große Schwierigkeiten 
stößt. Nach Mathews und Walker nämlich hemmt Blausäure nicht nur 
die Oxydation der eisenhaltigen Cysteinlösungen, sondern auch die 
Oxydation reiner, metallfreier Cysteinlösungen, und zwar genügt 
l Molekül Blausäure zur Inaktivierung von 1000 Cysteinmolekülen. 

Reagiert Blausäure, wie Mathews und Walker annehmen, mit dem 
Cystein selbst 2), so ist zunächst nicht einzusehen, wie 1000 Moleküle 
Cystein durch ein Molekül Blausäure inaktiviert werden können, es 
sei denn, die Blausäure wandere von Cysteinmolekül zu Cystein- 
molekül und werde immer nur von denjenigen Molekülen gebunden, 
die im Begriff sind, mit Sauerstoff zu reagieren. Da etwas derartiges 
zwar möglich, bisher aber nicht beobachtet ist, so wird man zunächst 
nach einer anderen Erklärung suchen. 

Eine solche ist in der Annahme enthalten?®), das reine" Cystein, 
das man bisher in Händen gehabt hat, sei kein reines, sondern durch 
Metall verunreinigtes Cystein gewesen. Das Einleuchtende dieser Er- 
klärung liegt darin, daß sie die Wirkung der Blausäure auf die 
Cysteinoxydation einheitlich deutet, während Mathews und Walker zwei 
verschiedene Mechanismen zugrunde legen, je nachdem das Cystein 
metallhaltig oder metallfrei ist. 


1) Mathews und Walker, Journ. of biol. Chem. 6, 20, 29, 299, 1909, 

2) J. Mauthner hat gefunden (Hoppe-Seyler 78, 32, 1912), daß Cystin, 
wie durch Zinn und Salzsäure, so auch durch schweflige Säure oder 
durch Cyankali zu Cystein reduziert wird, Versuche, die Abderhalden 
und Wertheimer wiederholt und — ohne Mauthner zu zitierer — vor 
kurzem mitgeteilt haben. Mauthner fand auch, daß sich bei langer Ein- 
wirkung von Cyankali auf Cystein Rhodanominopropionsäure bildet, eine 
an s.ch sehr interessante Tatsache, die aber mit der oxydationshemmenden 
Wirkung der Blausäure, schon weil es sich hier um einen stöchiometrischen 
Umsatz handelt, nichts zu tun hat. 

3) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 152, 1921. 
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II. Die Methode der Oxydationsmessung 

war die in dem Dahlemer Institut übliche. Die Form des Meßgefäßes, 
das aus Quarz geblasen war, zeigt Abb. 1. Ist vp das Volumen der 
eingefüllten Flüssigkeit in Kubikzentimetern, v das Volumen des 
Gasraumes in Kubikzentimetern, T die (absolute) Versuchstemperatur, 
oe der Absorptionskoeffizient des Sauerstoffs, 
h die beobachtete Druckänderung in Milli- 
metern Brodiescher Flüssigkeit, x der ge- 
suchte Sauerstoffverbrauch in Kubikmilli- 
metern, so ist 


273 
Ce om Ge 


10 


vr war im allgemeinen LO ccm, vg 10 bis 
20 cem, T 293 bis 310°, der eingeklammerte 
Ausdruck — die „Gefäßkonstante‘‘ — demnach 1 bis 2, was bedeutet, 
daß eine Druckabnahme von 1 mm einen Sauerstoffverbrauch von 1 bis 
2 cmm anzeigte. 

Die Versuchszeiten betrugen 30 bis 120 Minuten. Waren die 
Präparate einigermaßen rein, so war die Oxydationsgeschwindigkeit 
innerhalb der Versuchszeiten konstant, da sich nur ein unbeträchtlicher 
Teil der gelösten Cysteinmenge oxydierte. Dann konnte die Ge- 
schwindigkeit der Oxydation pro Gewichtseinheit Cysteinchlorhydrat 
in einfacher Weise berechnet werden. Waren m mg Cysteinchlorhydrat 
eingewogen und nach £ Minuten v cmm Sauerstoff verbraucht, so war 
die gesuchte Größe 


z=h 





v cmm 
mx t ba x er 
Auf eine Behandlung der Cysteinoxydation nach den Regeln der 
chemischen Kinetik habe ich aus naheliegenden Gründen verzichtet. 


IH. Die Wasserstoffionenkonzentration 
der Cysteinlösungen spielt in der Literatur eine gewisse Rolle, und 
zwar wird angegeben, bei einem pa von 7,5 bis 8,0 liege das Maximum 
der Oxydationsgeschwindigkeit. Für Rohpräparate mag dies in vielen 
Fällen zutreffen. 

Ich habe bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen ge- 
arbeitet, im allgemeinen, um meine Zahlen mit denen der Literatur 
vergleichen zu können, bei cinem py von 7,7. 

Da es nicht angeht, die zur Oxydationsmessung dienende Lösung 
mit Indikatoren zu verunreinigen, so wurde durch einen Vorversuch 
der pro Milligramm Cysteinchlorhydrat erforderliche Alkalizusatz er- 


Die sogenannte Autoxydation des Cysteins. 7ı 


mittelt und daraus die Alkalimenge, die der Versuchslösung zugesetzt 
werden mußte, berechnet. Nach Beendigung der Oxydationsmessung 
wurde dann zur Kontrolle die Wasserstoffionenkonzentration der 
Versuchslösungen mit Hilfe von Indikatoren bestimmt. 


IV. Die Darstellung des Rohecysteins 


geschah nach der Methode von Baumann!) unter Befolgung der Vor- 
schrift von E. Friedmann?). Das zur Reduktion verwendete Cystin 
war aus Haaren hergestellt und besaß die spezifische Drehung œp; — 216°. 
Es wurde mit der zehnfachen Menge Salzsäure (1 Teil konzentrierte 
Säure, 2 Teile Wasser) übergossen und nach Zusatz von Zinn und 
einem Körnchen Platinchlorid 6 Stunden auf dem Wasserbade erwärmt. 
Dann wurde mit dem fünffachen Volumen Wasser verdünnt, das Zinn 
mit Schwefelwasserstoff ausgefällt und das Filtrat im Vakuum zur 
Trockne verdampft. 

Die Oxydationsgeschwindigkeit des so gewonnenen Cysteins (ver- 
gleiche Tabelle III) war von der Größenordnung, die bisher in der 
Literatur für das reine Cystein angegeben worden ist. 


V. Die Wirkung von Pyrophosphat auf die Cysteinoxydation. 


Auf Grund der in Abschnitt I geäußerten Annahme war zu er- 
warten, daß nicht nur Blausäure, sondern auch andere Komplexbildner 
die Cysteinoxydation hemmen, nämlich solche, die festere Komplexe 
bilden als das Cystein, also imstande sind, der Cystein-Metallverbindung 
das Metall zu entreißen. 

Von Komplexbildnern habe ich geprüft: Oxalate, Tartrate, 
Rhodanide und Pyrophosphate. Die drei Erstgenannten zeigten keinen 
hemmenden Einfluß, dagegen hemmte Natriumpyrophosphat?) — 
in m/100 oder m/10. Lösung — die Cysteinoxydation in ähnlichem 
Maße wie Blausäure.. Kontrollen mit gewöhnlichen, nicht komplex- 
bildenden Phosphaten verliefen negativ. 

Zu den Versuchen benutzte ich das nach dem vorigen Abschnitt 
dargestellte Rohcystein, das ich bei Wasserstoffionenkonzentrationen 
von 10? bis 10-10 mit dem Pyrophosphat in Reaktion brachte. Ist 
die Reaktion saurer, so ist die Komplexbildung unvollständiger, die 
hemmende Wirkung geringer. 

Zwei Versuche mit Pyrophosphat, bei zwei verschiedenen Wasser- 
stoffkonzentrationen, sind in den Tabellen I und II zahlenmäßig, 


1) E. Baumann, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 299, 1883/84. 

2) E. Friedmann, Hofmeisters Beiträge 4, 504, 1904. 

3) Über Eisen - Pyrophosphatkomplexe vgl. die schöne Arbeit von 
M. P. Pascal, Ann. de Chim. et Phys. (8) 16, 359 und 520, 1909. 
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in den Abb. 2 und 3 graphisch wiedergegeben, zum Vergleich sind 
zwei Parallelversuche mit Blausäure eingetragen. Man erkennt aus 
diesen Beispielen die ähnliche Wirkung der beiden Komplexbildner. 


Tabelle I. 














Zeit ` -—— M- I a Ae 
l in | 16 mg Cystein«H CI 16 ng CnN CI | 16 en Cl 
Minuten | in 10 ccm Wasser ın/1O Natriumpyrophosphat ` m/1000 Kaliumcyanid 





Seyi 
Kl. 





0 70 20 30 40 50 60 





Abb. 2. Kurve 1: Cystein in Wasser. Kurve 2: Abb. 3. Kurve 1: Cystein in Wasser. Kurve 2u.3: 

in Pyrophosphat. Kurve 3: in Cyanid. — py 9.24. Cystein in Pyrophosphat und Cyanid. — py 102. 
Tabelle II. 

37,6°. Gasraum Luft. pu = 10,2. Rohcystein. 








Sauerstolverbrauch in cmm 








Zeit - u e te et eege 5 
in | 16 mg Cystein-HC1 16 mg Cyaan h LI 16 mg SESCH 
, , ccm in 10 ccm 
Minuten | in 10 ccm Wasser m/10 Natriumpyrophosphat | mi1000 Kaliumeyanid 

10 96 | 6,84 7,7 

20 155,5 | 10,25 10,6 

30 | 208 | 13,7 13,7 

40 252 16.2 16,7 

50 292 19,65 19,75 


on 325 | 23,1 23,5 
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Fast kann man sagen, daß das Ergebnis der Pyrophosphatversuche 
die Frage, um die es sich in dieser Arbeit handelt, entschied. Jedenfalls 
ermutigte es zu dem — wie vorauszusehen war, nicht leichten — Unter- 
nehmen, dem komplexbildenden Cystein Spuren von Schwermetall 
zu entziehen. 

VI. Die Reinigung der Reagenzien 
geschah mittels der in Abb. 4 wiedergegebenen Vorrichtung. K ist ein 
Quarzkolben, H eine Quarzhaube, P ein glasierter Porzellanbecher, 
St der Stopfen für den Porzellanbecher, D eine Platinspirale. 

Zur Prüfung des Gerätes destilliert man zunächst Wasser in den 
Porzellanbecher über, füllt dann den Quarzkolben mit konzentrierter 
Salzsäure und erwärmt, wobei das Ansatzrohr des Quarzkolbens nicht 
in das Wasser eintaucht, sondern frei über dem Wasserspiegel mündet. 
Ist die Salzsäure in dem Porzellanbecher sechsfach normal geworden, 
so unterbricht man die Destillation und verdampft 20 ccm der Salz- 
säure, unter Zusatz eines Körnchens 
reinen Kaliumchlorats, in einem 
Porzellantiegel auf dem Wasserbade. 
Der Rückstand wird mit 1 cem 
Wasser aufgenommen, in ein 
Reagenzglas übergeführt und mit 
Leem 10proz. Rhodankaliumlösung * 
und l ccm der destillierten sechsfach SC" 
normalen Salzsäure versetzt. Stellt 
man das Reagenzglas auf eine N 
hell beleuchtete weiße Unterlage N 
und sieht von oben hinein, so darf 
keine Färbung, auch kein Stich ins Gelbliche, zu sehen sein. Wird 
dieser Forderung Genüge getan, so sind in 20 ccm der destillierten 
Salzsäure weniger als Lage mg Eisen, und das Material der Destillations- 
vorrichtung, der Quarz und die Porzellanglasur, ist brauchbar. Die 
Prüfung des Gerätes geschieht mit Salzsäure, weil diese Säure besonders 
leicht Metall aus dem Gerät herauslöst. 

Wie die Salzsäure, so werden auch Wasser, Äthylalkohol und 
Propylalkohol destilliert und in glasierten Porzellanbechern aufbewahrt. 

Was das Alkali anbetrifft, das man zur Neutralisation des Cysteins 
braucht, so gibt es im Handel Natriummetall, das, in einer Porzellan- 
schale in Wasser aufgelöst, eine genügend reine Lauge liefert. Macht 
man die Lauge n/10 und prüft 20 ccm, wie oben die Salzsäure, so findet 
man oft keine Spur einer Färbung bei Zugabe des Rhodanids. — Be- 
quemer und sicherer ist es, sich das metallfreie Alkali durch Destillation 
von käuflichem Ammoniakwasser, dem man etwas Bariumchlorid 
zusetzt, zu verschaffen. 






L7 


Abb. 4. 


174 S. Sakuma: 


Konsequenterweise wird man das Alkali nicht aus einer Glas-, 
sondern aus einer Quarzbürette zufließen lassen und wird die Cystein- . 
lösung nicht in Glas, sondern in Quarz bereiten. 

Ich habe die Erfahrung gemacht, daß Verunreinigungen durch 
Luftstaub, wenn man einigermaßen vorsichtig arbeitet, nicht zu fürchten 
sind. Dagegen hat man sich vor Verunreinigungen zu hüten, die durch 
Berührung besonders der Stopfen mit den Fingern entstehen können. 
Am besten trocknet man alle Gefäße in einer Umwicklung mit ‚quanti- 
tativen‘“‘ Filtern und arbeitet dann weiter etwa so, wie bei bakterio- 
logischen Versuchen. Bei Befolgung dieser Vorschriften wird man 
Unregelmäßigkeiten kaum erleben. 


VII. Die Reinigung des Cysteins. 

Da die Oxydation des Rohcysteins in alkalischer Lösung langsamer 
verläuft als in neutraler Lösung, so ist anzunehmen, daß die komplexen 
Cystein-Metallverbindungen in alkalischer Lösung weniger beständig 
sind als in neutraler Lösung. Unter diesem Gesichtspunkte behandelte 
ich Rohcystein in alkalischer Lösung mit Alkalisulfid. 

Eine Lösung von 20g Cysteinchlorhydrat in 100 ccm Wasser 
wurde mit Schwefelwasserstoff gesättigt. Dann wurden 2 Moleküle 
feingepulverten Barythydrats eingetragen, eine halbe Stunde Schwefel- 
wasserstoff durchgeleitet und einige Stunden in verschlossenem Gefäß 
stehengelassen. Allmählich bildete sich ein schwarzer Niederschlag 
von Metallsulfid, von dem durch ein ‚‚quantitatives‘‘ Filter abfiltriert 
wurde. Das Filtrat wurde im Quarzkolben mit reiner Salzsäure über- 
sättigt, der entstehende Schwefelwasserstoff durch Evakuieren entfernt 
und schließlich in einer Porzellanschale auf dem Wasserbade zur Trockne 
verdampft. Der feingepulverte Rückstand, ein Gemisch von Cystein- 
chlorhydrat und Bariumchlorid, blieb zwecks völliger Trocknung und 
Entfernung von überschüssiger Salzsäure 24 Stunden im Vakuum- 
exsikkator über festem Kaliumhydroxyd stehen und wurde dann in 
der Kälte mit Alkohol mehrfach extrahiert. Das Extrakt war barium- 
frei und hinterließ beim Verdunsten im Vakuum das gereinigte Cystein- 
chlorhydrat, das ich im folgenden als ‚‚Cysteinchlorhydrat I‘ bezeichne. 

Zur weiteren Reinigung kristallisierte ich das Präparat I aus der 
fünffachen Menge Äthylalkohols oder Propylalkohols um, wobei ich, 
um Veresterung zu vermeiden, nur kurze Zeit erwärmte. Aus dem 
alkoholischen Filtrat fiel die Substanz beim Abkühlen in langgestreckten, 
zu Büscheln vereinigten Täfelchen, mit einer Ausbeute von etwa 
10 Proz., aus. Ich bezeichne das so gewonnene Präparat als ‚Cystein- 
chlorhydrat II“. 

Die gereinigten Cysteinchlorhydrate sind basische Chlorhydrate, 
deren Gehalt an Cystein durch Titration mit Jod in alkoholischer 
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Lösung bestimmt wurde. Beispielsweise verbrauchten 0,1523 g eines 
lufttrockenen Präparates II, in 96proz. Alkohol gelöst, 10,3 ccm 
n/10 Jodlösung, während sich für das neutrale Salz (C,H,0,NS)HCI 
9,7 ccm Jodlösung berechnet. 

Das bei der Titration mit Jod ausfallende Cystin wurde durch 
Bestimmung von Kohlenstoff, Wasserstoff und der spezifischen Drehung 
identifiziert. 

0,1505 g Substanz gaben bei der Verbrennung 0,1652g CO, und 
0,0718g H,O, d. i. 29,94 Proz. C und 5,33 Proz. H. Berechnet für Cystin: 
30,0 Proz. C und 5,00 Proz. H. 0,014g Substanz, mit n HCl zu 20 ccm 
gelöst, drehten die Polarisationsebene gelben Lichts im 2 dm-Rohr 0,32 Grade 


nach links, also ep = — 228°, während Æ. Fischer und Susuki für die 
spezifische Drehung des Cystins — 222° angeben. 


VII. Die Oxydationsgeschwindigkeit des gereinigten Cysteins 
wurde nach dem in Abschnitt II beschriebenen Verfahren gemessen. 
In Tabelle III sind einige Versuche zusammengestellt, aus denen hervor- 
geht, wie groß der Einfluß des Reinigens auf die Oxydationsgeschwindig- 
keit ist. Die Tabelle beginnt mit den besten bisher ausgeführten Ver- 
suchen, nämlich mit denen von Mathews und Walker!) und von Dixon 
und Tunnicliffe?), die für den Quotienten Kubikmillimeter /Milligranım 





Tabelle III. 
l mg EEN verbraucht beim Übergang in Cystin 35,7 emm 
Sauerstoff. 
„.\Volumen, in Ds 
T 3 
Cen | pu | Beiden | Suomio | omm _ 
gelöst war ag Versuch mg X Min. 





ccm 0 E cmm 











temperatur | pro Stunde 


il 
Mathews u. Walker!) | 2000 
9 


50 Sai Zimmer: jetwa 7000| 0,07 
? 


Dixon u. Tunnicliffed | „l 76 | 2% 95 0,21 
| | | in 50 Min. 
Eigenes Präparat | E d 
Rohcystein . . . 16 | 10 9,24 | 37,5 370 0,354 
Fi Pi S | ! pro Stunde 
1genes para | | 
Rohcystein . . . | 16 10 6,8 37,5 191 0,199 
| | pro Stunde 
Cysteinl..... | 16 10 | 6,8 37,8 ke 0,0145 
| | pro Stunde 
Wo Dean | 16 | 10 7,6 37,5 15a 0,0162 
pro Stunde 
„n HE ....| 248| 8 | 7,7 20 3.66 | 0,0024 
| pro Stunde 
= AL 2 225 42,3 | 10 7,7 20 3,35 0,0013 
| pro Stunde 
= I re 16,3 10 77 ; 20 1,54 0,0008 
il | | | in 2Stunden 





1) Mathews und Walker, l. c. 
D Dixon und Tunnicliffe, Proc. Roy. Soc. London 94, 266, 1923. 
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x Minuten den Wert 0,1 bis 0,2 bei Zimmertemperatur fanden. Unser 
Rohcystein gab bei 37° Werte von 0,2 bis 0,4, also dieselbe Größen- 
ordnung. Durch die Behandlung mit Bariumsulfid sinkt der Wert 
des Quotienten (Präparate I) auf etwa 0,01 und durch das darauf- 
folgende Umkristallisieren (Präparate II) bis auf etwa 0,001. Unser 
bestes Präparat oxydiert sich 100mal langsamer als die Präparate 
von Mathews und Walker und 250mal langsamer als das Präparst 
von Dixon und Tunnicliffe. — Sehr anschaulich kann man dies Er- 
gebnis auch so ausdrücken: die Zeit, die zur Oxydation der halben in 
Lösung befindlichen C'ysteinmenge erforderlich ist, beträgt nach Mathews 
und Walker sowie Dixon und Tunnicliffe einige Stunden, für unser 
reinstes Präparat 14 Tage. 

Was man also bisher als ‚Autoxydation‘‘ des Cysteins bezeichnet 
hat, ist — zum mindesten zu 99 Proz. — nichts anderes gewesen als 
eine Oxydationskatalyse durch Verunreinigungen. 


IX. Die Reaktionsfähigkeit der Cystein-Eisenverbindung 
bestimmen wir, indem wir zu einer gereinigten Cysteinlösung Eisen 
in Form von Eisenchlorid setzen und die Oxydationsgeschwindigkeit 
vor und nach dem Eisenzusatz ermitteln. Der Quotient 


cmm verbrauchten Sauerstoffs vor dem Zusatz — cmm verbrauchten Sauerstoffs nach dem Zusatz 
mg zugesetzten Eisens X Minuten. 


der mit npe bezeichnet werde, gibt dann ein Mindestmaß für die Reak- 
tionsfähigkeit der Komplexverbindung. 


Einige Versuche, aus denen npe berechnet werden kann, sind in 
Tabelle IV zusammengestellt. Aus ihnen erkennen wir die enorme 
Reaktionsfähigkeit der Komplexverbindung. In wenigen Sekunden 
reagiert die gesamte, jeweils zugesetzte Eisenmenge. 

Wir erkennen weiterhin, daß "lungen mg Eisen noch eine sehr 
bequem meßbare Wirkung hervorruft. Einige 1 Lag ge mg Eisen, einem 
Volumen von 10 ccm zugesetzt, können also mittels der Cysteinkatalyse 
nachgewiesen werden, was — soviel mir bekannt ist — mit keiner 
der gewöhnlichen analytischen Methoden möglich ist. Es hat deshalb 
keinen Sinn, eine Cysteinlösung, die mit Rhodan keine Rotfärbung 
gibt, als „einwandfrei eisenfrei‘‘?) zu bezeichnen. 

Natürlich hängt die Beschleunigung, die ein bestimmter Eisen- 
zusatz zur Folge hat, ganz von der Reinheit des Cysteinpräparates 
ab, und es ist deshalb nicht sachgemäß, eine Beziehung zwischen Oxy- 
tlationsbeschleunigung und Konzentration des zugesetzten Eisens zu 
suchen. Folgen wir aber hierin Mathews und Walker, so finden wir 





1) Vgl. E. Abderhalden, Arch. f. d. ges. Physiol. 198, 125, 1923. 
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Tabelle IV. 
l mg Fell verbraucht beim Übergang in Fell! 100 cmm Sauerstoff. 








ilssigkeite 1m 
| Cysteins | ODER rt ER ER 
Nr. chlorhydrat | Oystein Du ‚Pxydations» be Nr. 
‚ gelöst war messung 
| mg | ccm | DC cmm 





| ohne Fe-Zusatz 
21,7 in 60 Minuten 
l 66,8 10 7,7 20 2000 
; + 0,0005mg Fe 
i 88,0 in 60 Minuten 


ohne Fe-Zusatz 
6,1 in 60 Minuten 


+ 0,000 17 mg Fe 
22,7 in 60 Minuten 





1600 


ohne Fe-Zusatz 
87 in 60 Minuten 


+ 0,0001 mg Fe 
11,2 in 60 Minuten 


CN i 


| 

4 42,3 10 
| 
h 


ohne Fe-Zusatz 
84 in 60 Minuten 


+ 0,0002mg Fe 
25,8 in 60 Minuten 





20 1800 





beispielsweise (Versuch 4 der Tabelle), daß die Oxydationsgeschwindig- 
keit durch einen Eisenzusatz von 3,6. 10-7 Molen Fe pro Liter auf 
das Siebenfache ansteigt. Viel geringer war die Oxydationsbeschleunigung 
in den Versuchen von Mathews und Walker — eben weil ihre Präpa- 
rate unreiner waren —, indem ein Eisenzusatz von 1073 Molen Fe 
pro Liter die Oxydationsgeschwindigkeit nur verdoppelte!). 


X. Die chemische Natur der Verunreinigungen, 

die in den Präparaten anderer Forscher waren, anzugeben, ist natürlich 
unmöglich. Wenn aber, was anzunehmen ist, Mathews und Walker, 
sowie Dixon und Tunnicliffe analysenreine Präparate in Händen 
gehabt haben, so können die fraglichen Verunreinigungen nicht wohl 
etwas anderes gewesen sein als Schwermetalle. Bedenkt man, daß 
das destillierte Wasser des Laboratoriums vielfach Kupfer enthält, daß 
Gläser Eisen und Mangan abgeben, und daß in keiner der zitierten 
Arbeiten Vorsichtsmaßregeln in dieser Hinsicht mitgeteilt werden, so 
kann man fast mit Sicherheit sagen, daß die bisher beschriebenen 
Präparate mit Metall verunreinigt waren. 


1) Mathews und Walker, Le, S. 299ff. 
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Die Verunreinigung meiner eigenen Präparate dagegen kann ich 
angeben. Sie war immer und ausschließlich Eisen. Hatte ich nämlich 
ein unreineres, sich relativ schnell oxydierendes Präparat, so konnte 
ich aus der Oxydationsgeschwindigkeit und dem Werte von nr. be- 
rechnen, wieviel Eisen das Präparat enthalten mußte unter der Voraus- 
setzung, daß Eisen allein die wirksame Verunreinigung war. Tat ich 
das und bestimmte dann das Eisen in der Asche des Präparates, so 
war die Übereinstimmung ausgezeichnet. 


XI. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


l. Durch Reinigung des Cysteins erhält man Präparate, die sich 
250- bis 100mal so langsam oxydieren als die in der Literatur be- 
schriebenen. Was bisher als ‚Autoxydation‘‘ des Cysteins beschrieben 
worden ist, war — zum mindesten zu 99 Proz. — nichts anderes als 
eine Oxydationskatalyse durch Verunreinigungen. 

2. Mit Hilfe der Cysteinkatalyse können Eisenmengen nach- 
gewiesen werden, die mit den gewöhnlichen analytisch-chemischen 
Methoden nicht mehr erkennbar sind. | 

3. Die Hemmung der Cysteinoxydation durch Blausäure war der 
einzige Fall, in dem Blausäure die Oxydation eines metallfreien Systems 
antikatalytisch zu hemmen schien!). Auch dieser Fall ist nunmehr 
als Eisenkatalyse erkannt. 


1) Vgl. hierzu die Arbeiten, die E. Abderhalden über die Zellatmung 
geschrieben hat (Arch. f. d. ges. Physiol. 197 bis 199, 1922/23). Ihr Inhalt 
wird durch die vorliegende Untersuchung widerlegt. Dasselbe gilt von 
den Betrachtungen H. Wielands (Oppenheimers Handb. d. Biochemie, 
2. Aufl., II, 252, 1923) über die Oxydation des Cysteins und die Hemmung 
der Oxydatio. durch Blausäure. 


Über den Vitamingehalt verschiedener Speisepilze. 


Von 
Saburo Hara aus Tokio, Japan. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Würzburg.) 


(Eingegangen am 7. August 1923.) 
Mit 19 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach dem Nährwert der Speisepilze ist alt und viel 
umstritten. Auf der einen Seite stehen die Anschauungen, nach denen 
die Pilze durch hohen Gehalt an Eiweiß und anderen Nährstoffen, 
besonders Kohlehydraten, ausgezeichnet seien, auf der anderen Seite 
wird darauf hingewiesen, daß nur ein Teil der Stickstoffsubstanz als 
verdauliches und leicht ausnutzbares Eiweiß anzusprechen sei und daß 
der behauptete Nährwert hauptsächlich auf den Beigaben bei der 
Zubereitung, wie z. B. Mehl, Butter und dergleichen beruhe. Da bei 
der Bedeutung der Speisepilze als Volksnahrungsmittel, besonders in 
den durch den Krieg verarmten Ländern die Frage neuerdings wieder 
an Interesse gewonnen hat, stellte ich mir die Aufgabe, einige der 
bekannteren Pilze auf ihren Gehalt an Vitaminen zu untersuchen. 
Soweit sich feststellen ließ, sind systematische Untersuchungen über 
diesen Gegenstand noch nicht ausgeführt worden. Dei den nahen 
biologischen Beziehungen der Speisepilze zur Hefe erschien eine solche 
Arbeit nicht aussichtslos; andererseits konnte erwartet werden, daß 
sich bei solchen Versuchen an chlorophylifreien Pflanzen neue Gesichts- 
punkte für die Bewertung des Chlorophylis und anderer Pflanzen- 
farbstoffe in der Stoffwechselphysiologie ergaben. 

Das Ziel meiner Arbeit war demnach, Tiere (Ratten, Meer- : 
schweinchen, Tauben, Mäuse) durch Entzug notwendiger Nahrungs- 
stoffe krank zu machen und an diesen Tieren die Frage der Schutz- 
und Heilwirkung durch Speisepilze zu studieren. 


Versuche an Ratten. 


Versuchsanordnung. 

Die Ratten wurden während der mehrere Monate dauernden Versuchs- 
zeit einzeln in 3 Liter fassenden Glaskäfigen gehalten, in denen ein weit- 
maschiger Drahtboden das Durchfallen des Kotes und der nicht aufge- 
nommenen Futterreste gestattete. Die Käfige waren gleich groß und wurden 
in der Regel jeden zweiten Tag gereinigt. 
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Als Lager diente den Tieren frische Holzwolle mit kleinen Mengen von 
Watte; etwa 5cm unter dem Drahtboden iag auf dem Boden des Glas- 
käfigs eine dünne Schicht Sägespäne. Die Fütterung der Tiere wurde in 
Anlehnung an die Erfahrungen von Hopkins, McCollum, Osborne und 
Mendel!) und besonders im Hinblick auf den letzten Versuch von Hof- 
meister?) betätigt. Osborne, Wakeman und Ferry?) fanden, daß lang aus- 
gekochtes Fleisch vitaminfrei und für solche Versuche brauchbar ist. Des- 
halb wurde folgendes Futter den Tieren gereicht: ausgekochtes Fleisch, 
Reis, Fett und Nährsalze.. Als Fleisch wurde genügend ausgekochtes 
Pferdefleisch, ausnahmsweise auch Rindfleisch verwendet. Außerdem 
wurde polierter Reis in guter Handelsware, als Fett das reinste Kokosfett. 
des Handels gegeben. Das verwendete Salzgemisch setzte sich aus folgenden 
Teilen zusammen: 56g Citronensäure, 206g offizinelle Phosphorsäure, 
107 g konzentrierte Salzsäure, 2,6 ccm konzentrierte Schwefelsäure, 68 g 
Calciumcarbonat, 12g Magnesiumcarbonat, 17g wasserfreies Natrium- 
carbonat, 71 g Kaliumcarbonat, 0,01 g Jodkalium, 0,04 g Mangansulfat, 
0,12g Natriumfluorid, 0,01 g Kalialaun und 3 Tropfen offizinelle Eisen- 
chloridlösung. Das Gemenge wurde getrocknet und dann in einer Reib- 
schale zu einem feinen Pulver verrieben. 

Zur Verwendbarkeit als Futter wurde 1, oder 1 Pfund Pferdefleisch 
durch die Fleischmaschine getrieben, dann 30 Minuten lang in Wasser 
gekocht und nach dieser Zeit das Wasser gewechselt und wiederum 1, Stunde 
gekocht. Dies wurde viermal nacheinander wiederholt. Der Reis, der einige 
Stunden im kalten Wasser gelegen hatte, wurde nochmals durchgewaschen 
und etwa eine Stunde lang gekocht. Vorbezeichnetes Material stellte ich 
in der Regel alle 2 Tage frisch her. 

Die in allen Versuchen verwendete Futtermischung hatte folgende 
Zusammensetzung: 50 g Reis, 23 g ausgekochtes Fleisch, 4 g Salzmischung, 
dann 13 g geschmolzenes Kokosfett; hinzu kam noch eine entsprechende 
Wassermenge. Dieses Futter bildete anfangs einen gleichmäßigen Brei, 
später einen knetbaren, zähen Teig, ich bezeichne es als ‚„Grundfutter‘* 
meiner Versuche. 

In der Regel fütterte ich die Tiere täglich vormittags zur bestimmten 
Zeit. Ausnahmsweise wurden ihnen nochmals Futter gereicht, wenn die 
ersten Mengen nicht genügten. Das Futter wurde stets frisch und in aus- 
reichender Menge gegeben. 

Das Gewicht der Tiere wurde bei den meisten Versuchen mindestens 
zwei- bis dreimal wöchentlich zur bestimmten Zeit nachmittags festgestellt, 
Da es von der Nahrungsaufnahme, von Harn- und Kotentleerung merklich 
. beeinflußt wird, wurden Bruchteile von Grammen im allgemeinen nicht 
berücksichtigt. 

Ich benutzte zumeist Ratten von 150 bis 200 g Gewicht. Das Gewicht 
der gesunden Versuchstiere ist wesentlich von ihrem Alter abhängig. Alle 
meine Versuchstiere waren im Gegensatz zu den Versuchen anderer Autoren 
relativ alt, aber immerhin noch in der Wachstumsperiode. Wie die Er- 
fahrung lehrt, treten die neuritischen Erscheinungen um so leichter auf, je 
jünger die Tiere sind. Auch ich machte bei meinen Versuchen die gleiche 
Beobachtung. 


1) Osborne und Mendel, Journ. of. biol. Chem. 87, 372, 1919. 
2) Hofmeister, diese Zeitschr. 128, 543, 1922. 
3) Osborne, Wakeman and Ferry, Journ. of biol. Chem. 89, 35, 1919. 
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Was die Rattenart betrifft, so waren meine Versuchstiere aus gleichen 
Würfen, sogenannte Bastarde von weißen Ratten und grauen Hausratten. 
Hojmeister!) benutzte viel jüngere, nur gutartige weiße Ratten, die auf der 
Hand sitzend fraßen (Mitteilung von Prof. Flury). Dies brachte mich zu 
der Ansicht, daß die zwei verschiedenen Arten von Ratten auch ein ziemlich 
verschiedenes Verhalten im Krankheitsbild geben mögen, insbesondere was 
Widerstandsfähigkeit, Körpergewichtsabnahme, Lebensdauer, Muskel- und 
Nervensymptome bei vitaminfreier Kost anlangt. 

Das Sammeln der verschiedenen Arten der wichtigsten Speisepilze 
machte insofern gewisse Schwierigkeiten, da die Pilzzeit schon größten- 
teils vorüber war, als ich mit meinen Versuchen begann. Das ver- 
wendete, sehr behutsam ausgewählte Pilzmaterial wurde auf dem 
Würzburger Markt gekauft. Es wurden nur schöne, madenfreie Pilze 
verwendet. Nachdem die Pilze von allen beigemengten Fremdkörpern, 
wie Blättern, Nadeln usw. auf das sorgfältigste gereinigt worden waren, 
wurden sie, um eine Schädigung durch die Sonne zu vermeiden, im 
zerstreuten Licht bei Zimmertemperatur fein zerschnitten und langsam 
getrocknet. Ein Teil dieses getrockneten Materials wurde in Gläsern 
aufbewahrt und der Rest in Gläsern mit Alkohol überschüttet. 

Zum Versuche wurden die fein geschnittenen Pilze in bestimmter 
Menge dem Futter beigemengt. Außer diesem getrockneten Material 
verwendete ich noch rohe Pilze, die im eigenen Safte kurz gekocht und 
in einem Erlenmeyerkolben steril aufbewahrt wurden. Sie kamen in 
kleinen Stückchen von etwa 3 bis 5g Gesamtgewicht zur Verfütterung. 

Verwendet wurden Vertreter der verschiedenen Familien, und zwar 
aus der Familie Polyporaceae (Löcherpilze) Boletus edulis Bulliard 
(Steinpilz), aus der Familie Telephoraceae (Rindenpilze) Craterellus 
cornucopioides Linné (Totentrompete), aus der Familie Agariacaceae 
(Blätterpilze) Cantharellus cibarius Fries (Eierschwamm), Psalliota 
arvensis Schäffer (Champignon), Clitocybe mellea Vahl (Hallimasch), 
aus der Familie Hydnaceae (Stoppelpilze) Hydnum repandum Linné 
(Semmelstoppelpilz.. Aus der Gruppe der Ascomyceten wurde der 
Polyporus versicolor (vielgestaltiger Löcherpilz), ein an Bäumen 
wachsender ungenießbarer ‚„Schwamm‘‘?) gewählt. 

Zur genaueren Orientierung über die Fütterungsanordnung muß 
ich an dieser Stelle noch eine Einteilung der Versuchstiere erwähnen. 

Meinen Versuchen lagen drei verschiedene Fütterungsarten zu- 
grunde, und dementsprechend waren auch die Ratten in drei Gruppen 
eingeteilt. Das als Grundfutter bezeichnete Gemisch aus Reis, aus- 
gekochtem Fleisch, Kokosfett und Salzmischung soll nach den Er- 
fahrungen vieler Autoren vollkommen frei von Vitaminen sein (dies 


1) Hofmeister, diese Zeitschr. 128, 544, 1922. 
2) Ludwig Klein, Gift- und Speisepilze und ihre Verwechslungen. 
Heidelberg 1922. Edmund Michaels Führer für Pilzfreunde. Zwickau 1922. 
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geht auch aus meinen Versuchen A 10 und A 4 hervor). Die erste Gruppe 
der Tiere bekam dieses Grundfutter und eine Zulage von Lebertran, 
letzterer ist durch einen hohen Gehalt an A-Vitamin ausgezeichnet. 
Diese Fütterung ist frei von B-Vitamin und C-Vitamin. Die zweite 
Gruppe der Tiere bekam das Grundfutter und außerdem Roggenbrot, 
welches einen reichen B-Vitamingehalt aufweist. In diesem Futter 
findet sich kein oder nur sehr wenig A-Vitamin, mit Sicherheit dagegen 
kein C-Vitamin. 

Für die dritte Gruppe der Tiere setzt sich das Futter aus Grund- 
futter, Lebertran und Roggenbrot zusammen. In dieser Futtermischung 
finden wir sowohl A-Vitamin als auch B-Vitamin. Das Vorhandensein 
von C-Vitamin kann aller Wahrscheinlichkeit nach ausgeschlossen 
werden wie bei Gruppe I und II. 

Folgende Tabelle läßt das in den drei Gruppen verwendete Futter 
erkennen. 




















Reihe | Reis | Fleisch |Kokosfett| Salz Lebertran, Brot 

I. Gruppe, „B-Tiere“ | 50 | 3 3 © 4 ANNE 
II. Gruppe, „A-Tiere“ , 50 | 23 3 | 4 — 10 
III. Gruppe, „C-Tiere“ . 5 23 33 4 10 ; 11 








Zwecks Kontrolle wurden von bekannten vitaminhaltigen Mate- 
rialien Hefeextrakte, Malzkeimextrakt, Mohrrübenextrakt, Zwiebeln, 
Tomatenextrakte und andere mehr verwendet. 


Krankheitsbild bei den Ratten und Verlauf der Versuche. 
Ratten der Gruppe I (Futter frei von Vitamin B und C, nur A vorhanden). 


Die Tiere, die das Futter der Gruppe I (,‚B-Futter‘‘) bekamen, nahmen 
dasselbe gerne auf. 150 Tage nach Versuchsbeginn habe ich den Versuch 
abgebrochen, da fast alle Tiere noch am Leben waren. Nur zwei Tiere 
(B3 und B 4) gingen nach 56 bzw. 54 Tagen zugrunde. Einige Tage vor 
dem Tode erfolgte ein rapider Gewichtssturz. Die Sektion ergab Pneumonie 
(hochgradige Entzündung beider Lappen); beide Tiere zeigten Skorbut- 
erscheinungen. 

Das Befinden der meisten Versuchstiere war in den ersten 10 Tagen 
durchweg sehr gut, sie waren sehr munter und zeigten ein ganz normales 
Aussehen. Nach etwa einem Monat war die Geschicklichkeit ihrer Be- 
wegungen merklich vermindert und allmählich wurden die Tiere immer 
ruhiger. Die Tiere Nr. B 3, B 4, B 5 zeigten in der ersten Woche schon 
starken Gewichtssturz, der durch Appetitlosigkeit bedingt war. B 3 und 
B 4 gingen später zugrunde. Der andere Teil der Tiere zeigte dagegen schon 
im Anfang Gewichtszunahme, allerdings mit ziemlich unregelmäßigen 
Schwankungen. Weiterhin kam bei den meisten Tieren zur Beobachtung, 
daß die Pflege des Felles zunehmend vernachlässigt wurde, außerdem griff 
eine allgemeine Trägheit Platz. In der folgenden Zeit ließen sich am Schwanz 
kleine Unebenheiten in Knötchenform feststellen; ungefähr gleichzeitig 
traten auch an den Ohren und der Nase immer weiter um sich greifende 
Effloreszenzen zutage. Diese krankhaften Veränderungen zeigten sich 
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insbesondere an den Ohren als leicht blutende nekrotische Massen. Parallel 
mit diesen Erscheinungen ging auch eine ausgesprochene Lichtscheu; die 
schlechte Körperpflege nahm zu und das Fell wurde struppig. 

Schwer beurteilbar waren die Erscheinungen seitens der Nerven und 
die psychischen Symptome. Während der Versuche habe ich den sicheren 
Eindruck gewonnen, daß auch hinsichtlich der Psyche und des Nerven- 
systems eingreifende Veränderungen vor sich gehen. Etwa die Hälfte der 
Tiere zeigte sich sehr empfindlich gegen Reize jeder Art, was sich besonders 
beim Fassen mit der Pinzette äußerte. Hierbei schienen sie ängstlich und 
zeigten größere Neigung zum Beißen als vorher. Mit wenigen Ausnahmen 
hat diese Erscheinung bis zum schwersten Krankheitszustand angedauert. 
Von Interesse mag sein, die psychischen Erscheinungen weiter zu verfolgen. 
Ob diese zunehmende ‚Nervosität‘ ein schweres Krankheitszeichen ist 
oder nicht, kann ich vorläufig nicht beantworten, aber bestimmt ist ihr 
eine große Bedeutung beizumessen. 

Ataktische Erscheinungen waren deutlich ausgeprägt, frühzeitig fielen 
leichte Gehstörungen ins Auge. Die normalen lebhaften Kopfbewegungen 
fehlten schon in den ersten Wochen nach Versuchsbeginn; manche Tiere 
vermochten sich nur schwerfällig und schwankend fortzubewegen. Diese 
Tiere glitten zum Unterschied von Kontrolltieren auf glattem geneigten 
Boden sehr leicht aus, ohne wieder das Körpergleichgewicht zu erlangen. 
Andere bewegten sich wieder mit schleichendem und selbst kriechendem 
Gang vorwärts. Bei der Mehrzahl der Versuchstiere war eine gute 
Beweglichkeit der vorderen Beine erhalten, die hinteren Beine dagegen 
waren beim Laufen leicht gespreizt, zeigten eine gewisse Steifheit und 
machten daher sehr ungewandte Bewegungen. Setzte man beispielsweise 
ein derartig erkranktes Tier auf die Tischplatte, so machte es keine 
Fluchtversuche mehr, sondern zeigte nur eine besondere Vorliebe, in 
seinen Käfig zurückzukehren. Während der Versuchszeit nahm die Trägheit 
und die Unbeholfenheit der Bewegungen ständig zu, zu einer aus- 
gesprochenen Lähmung ist es jedoch niemals gekommen. 

Deutliche Krämpfe und Rollbewegungen kamen nicht zur Beobachtung. 
Im Käfig saßen die Tiere gewöhnlich mit gekrümmtem Rücken, waren 
sehr ruhig und schliefen außer bei der Fütterung. 

An den Augen waren bis zum Versuchsabbruch keine besonderen 
Krankheitssymptome zu bemerken, nur bei einem einzigen Tiere zeigte 
sich eine Trübung im linken Auge, starker Tränenfluß und nachfolgende 
Keratitis mit vollständiger Zerstörung des Auges. Obwohl ich mitunter 
Lichtscheu beobachtete, habe ich nur in einigen Fällen geringe Konjunktivitis 
gefunden. Bei vielen Tieren wurden in den letzten Lebenstagen die Pfoten 
förmlich zerfleischt gefunden, bei einigen Tieren zeigte sich Ödembildung 
an den Extremitäten. Beim Fassen mit der Pinzette am Schweif empfanden 
die Tiere in der Mehrzahl der Fälle, wie an dem lauten Schreien zu erkennen 
war, starke Schmerzen. In drei Fällen beobachtete ich langdauernden 
Penisprolaps, der sich bei einem Tier sogar monatelang hinzog. Besondere 
Verdauungsstörungen sah ich während der Versuche niemals. Der Kot 
war stets geformt und erschien makroskopisch normal. 


Prüfung von Pilzen auf den Gehalt an Vitamin B. 


Das getrocknete Pilzmaterial wurde gewöhnlich in der Menge von 
0,3 bis 0,5 dem Grundfutter zugesetzt, von dem konservierten feuchten 
Material wurde eine entsprechende höhere Menge von 3 bis 5g gewählt. 


Gë 
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Im folgenden sollen aus der großen Zahl der Versuche einige besonders 
charakteristische ausführlicher wiedergegeben werden. 


Versuch Ratte B9. Anfangsgewicht 150g. Scheckig, männlich (Boletus 
edulis Bulliard — Steinpilz).. Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 
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Abb. 1. Ratte Nr. Bos Anfangsgewicht 150 g. Boletus”edulis Bulliard (Steinpilz). Der 14. XII. 
1923 ist der 57. Tag nach Versuchsbeginn. 





Aus der Abbildung sind die Körpergewichtsschwankungen ersichtlich. 
Diese Ratte hatte ein Anfangsgewicht von 150 g. In den ersten 50 Tagen 
blieb dasselbe, abgesehen von kleinen Schwankungen, nahezu konstant. 
Es betrug zehn Tage nach Versuchsbeginn 161 g, nach 20 Tagen 169g, 
nach 30 Tagen 165 g, nach 40 Tagen 160 g und nach 50 Tagen 157 g. Wie 
aus vorstehendem hervorgeht, hatte das Tier am 20. Tage sein höchstes 
Gewicht erreicht, von da an zeigte sich eine ganz allmähliche Abnahme; 
dabei hatte das Tier aber immer gut gefressen, war munter und hatte große 
Neigung zum Beißen. Diese ganz allmähliche Körpergewichtsabnahme, 
bei der nunmehr keine Schwankungen mehr auftraten, ließ annehmen, 
daß das Tier jetzt erkrankt sei. Ich habe daher am 57. Tage nach Versuchs- 
beginn dem Grundfutter konservierten, wasserhaltigen Steps in Mengen 
von 3 bis 5g täglich zugesetzt. Diese geringe Pilzzulage äußerte sich 
in einem sofortigen Gewichtsanstieg; während am 59. Tage das Gewicht 
noch 159 g betrug, stieg dasselbe nach zehntägiger Pilzverabreichung auf 
185 g, nach weiteren 5 Tagen auf 190g. Nach 18 Tage lang dauerndem 
Pilzzusatz wurde zum früheren Fütterungsmodus zurückgekehrt; es zeigte 
sich nun, daß das Gewicht wieder abfiel. Das Allgemeinbefinden des Tieres 
zeigte ein weit besseres Bild als jenes der übrigen Tiere der Gruppe I. Das 
Tier hatte keine Gehstörungen. Am 45. Tage nach Pilzentzug am 15. Februar 
1923 war das Körpergewicht ungefähr gleich hoch wie zur Zeit der ersten 
Versuchsfütterung. Mit dem gleichen Tage setzte ich mit dem Pilzzusatz 
in gleicher Weise wie das erstemal ein. Der Erfolg war der, daß mit der 
Pilzzulage wiederum ein sofortiger Gewichtsanstieg zu verzeichnen war; 
innerhalb 20 Tage wurde mit dieser Fütterungsweise des Gewicht des Tieres 
von 160 g auf 205 ggebracht. Auch der allgemeine Zustand verbesserte sich 
auffallend; so machte die Ratte z. B. wieder gewandte Fluchtversuche, 
war sehr flink in ihren Bewegungen und überhaupt sehr munter. 


Versuch Ratte B 5. Anfangsgewicht 155 g. Scheckig. (Clitocybe mellea 
Vahl— Hallimasch.) Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 
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Zum Vergleich mit dem vorstehend geschilderten Versuch wählte ich 
Ratte B 5. 

Das Tier hatte ein Anfangsgewicht von 155g; während der ersten 
vier Versuchstage nahm das Tier beträchtlich ab, aber in der Folgezeit in 
weit geringerem Maße. Während die Freßlust nicht herabgesetzt war, 
war die Ratte sehr träge in ihren Bewegungen und zeigte besonders starke 
Neigung zum Schlafen. 
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Abb.2. Ratte Nr Ba: Anfangsgewicht 155g. Clidocybe mellea Vahl (Hallimasch). Der 15. XI. 
1922 ist der 28. Tag nach Versuchsbeginn. Hefe wurde am 55. Tage nach Versuchsbeginn gegeben. 
Am 105. Tage nach Versuchsbeginn tot. 


28 Tage nach Versuchsbeginn war das Gewicht von 155g auf 125g 
gefallen, am gleichen Tage wurde gehackter Hallimasch in der Menge von 
0,1g (etwa lg des frischen Pilzes entsprechend) dem Futter zugesetzt. 
Innerhalb 2 Wochen zeigte sich bei täglicher Pilzfütterung aber keine 
deutlich ausgesprochene Gewichtsveränderung, immerhin aber eine gewisse 
Zunahme. Dem Entzug des Pilzes folgte prompt wieder eine deutliche 
Abnahme des Körpergewichts.. 10 Tage nach Hallimaschentzug bekam 
das Tier an Stelle des Pilzes 0,1 g Hefeextrakt dem Futter täglich zugesetzt. 
Die Wirkung zeigte sich prompt mit alsbaldigem Körpergewichtsanstieg; 
auch hinsichtlich des Allgemeinbefindens war ein gleiches Verhalten wie 
bei Ratte B 9 festzustellen. 

Zur genauen Orientierung über den Versuchsverlauf wurden die 
graphischen Darstellungen in den Tabellen I und II für die Tiere Nr. B 9 
und B 5 mit möglichster Vollständigkeit ausgeführt. Die folgenden Tabellen 
der Tiere bringen dagegen nur einen Teil, und zwar die wichtigsten Zeit- 
abschnitte, zur Darstellung; sie geben die Periode 10 Tage vor Versuchs- 
beginn, die Versuchszeit selbst und die 10 Tage betragende Zeit nach 
Versuchsabbruch wieder. Die Zeit der Prüfung des Versuchsmaterials 
betrug ungefähr 2 Wochen; es hatte sich gezeigt, daß bei Hefeextrakt schon 
in kurzer Zeit, meistens in 3 bis 5 Tagen, spätestens nach 10 Tagen eine 
sichere Wirkung festzustellen war; auch die Fütterung mit Steinpilz ergab 
in der gleichen Zeit dasselbe Resultat. 

Die Pilzwirkung auf die Tiere wurde verschiedene Male wiederholt 
geprüft, die graphischen Aufzeichnungen für die Ratten Nr. B 9 und B 5 
lassen z. B. die Wirkung zweimal erkennen. 


Versuch Ratte B 8. Anfangsgewicht 154g. Schwarz, männlich (Psalliota 
arvensis Schäffer—Champignon). Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 

Während der ersten 80 Versuchstage war das Gewicht, von kleinen 
Schwankungen abgesehen, konstant geblieben. Nach dieser Zeit machten 
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sich unvollkommen ausgebildete Beriberi-Symptome bemerkbar; das Tier 
machte einen ängstlichen Eindruck und war gegen äußere Reize sehr 
empfindlich geworden. Nach weiteren 50 Tagen zeigte sich ebenfalls keine 
Veränderung des Gewichts. Am 26. Februar 1923 habe ich daher täglich 
Champignon 3 bis 5g in konservierter Form, entsprechend 0,3 bis 0,5 g 
Trockensubstanz zugesetzt. Schon nach einigen Tagen trat eine Gewichte- 
zunahme auf, die sich immer mehr steigerte, nach 20 Tagen war das Gewicht 
von 150 g auf 176 g gestiegen. Diese Gewichtssteigerung, die auch hier mit 
einer auffallenden Besserung des Allgemeinbefindens einherging, ist als 
Pilzwirkung anzusehen. 


Versuch Ratte Bl. Anfangsgewicht 154g. Schwarz, männlich (Can- 
tharellus cibarius— Eierschwamm.) Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 
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Abb. A RatteNr.B85. Anfangsgewicht 154g. Abb. A RatteB15. Anfangsgewicht 154g. Cantha- 
Psalliota arvenis Schäffer (Champignon). Der rellus cibarius (Eierschwamm). Der 22. II. 1923 ist 
26.11.1923 ist der 32. Tag nach Versuchsbeginn. der 127. Tag nach Versuchsbeginn. 


Auch bei diesem Tiere war in den ersten 70 Tagen das Körpergewicht, 
trotz anfänglicher Zunahme, im großen und ganzen konstant geblieben. Im 
weiteren Verlauf nahm dasselbe stetig ab; während dieser Zeit nahmen 
auch die Gehbewegungen des Tieres einen ataktischen Charakter an. 

Am 22. Februar 1923, dem Beginn der Pilzfütterung, betrug das Ge- 
wicht 135 g, in den nächstfolgenden Tagen war noch eine Gewichtsabnahme 
festzustellen, bald jedoch schlug dies in das Gegenteil um und die Pis. 
wirkung kam in einer beträchtlichen Gewichtszunahme zum Ausdruck; das 
Tier hatte innerhalb zweier Wochen bei täglicher Zunahme von 0,3 bis 0,5 g 
Eierpilz sein Gewicht von 131g auf 155g verbessert. 


760 Versuch Ratte B2. An- 
d? fangsgewicht 140g. Schwarz, 
X 750 männlich (Cantharellus ciba- 
è rius — Eierschwamm). Ver- 
% suchsbeginn 18.Oktober1922. 
Im Anfang, während der 





05 s Ø 4 2 25 30 35 W0 ersten 20 Tage, war auch hier 

Versuchstage eine geringe Gewichtszu- 
Abb. 5. Ratte Nr. B25. Anlangagesich! 140 8. Cantarellus nahme zu beobachten, in den 
cibarius (Eierschwamm). Der 17. XI. 1922 ist der 30. Tag darauffolgenden Tagen trat 

EE eine Gewichtsabnahme ein. 
Am 30. Versuchstage wurde daher Wenn (0,3 bis 0,5 g täglich) 
dem Futter zugesetzt. Das Ergebnis bestand in einer Zunahme des 
Gewichts von 140 g auf 152g innerhalb zweier Wochen. 
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Eine Woche nach Pilzentzug hatte das Tier wieder etwas an Gewicht 
abgenommen und 120 Tage nach Versuchsbeginn kam der gleiche Versuch 
an dem Tiere zur Wiederholung mit dem Erfolg, daß annähernd die gleichen 
Resultate erzielt wurden wie vorher. Das Gewicht stieg in zwei Wochen von 
142 auf 154g. 


Versuch Ratte B 3. Anfangsgewicht 158g. Schwarz, männlich (Hydum 
repandum Linné— Semmelstoppelpilz.. Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 





Versuchstage 
Abb.6. Ratte Nr Bis Anfangsgewicht 158 g. Abb.7. Ratte Nr.B45. Anfangsgewicht 157g. 
Hydnum repandum Linné (Semmelstoppelpilz). Craterellus cornucopioides Linné (Totentrom- 
Der 17. XI. 1922 ist der 30. Tag nach Versuchs» pete). Der 15. XI. 1922 ist der 28. Tag nach 
beginn. Versuchsbeginn. 11. 12. 1923 tot. 


Bei diesem Tier war schon von Anfang an eine stetige Gewichtsabnahme 
zu beobachten, obwohl die Freßlust nicht herabgesetzt war. So war das 
Gewicht innerhalb 30 Tage von einem Anfangsstand von 158g auf 135g 
gesunken. Besonders hinzuweisen ist auf das träge Verhalten des Tieres 
und die Vorliebe für den Aufenthalt im Käfig. Die schon zum Versuchsbeginn 
einsetzende Gewichtsabnahme ließ es angezeigt erscheinen, schon nach 
30 Tagen mit der Pilzfütterung zu beginnen. Die Pilzfütterung (0,3 bis 
0,5 g täglich) wurde 2 Wochen lang fortgesetzt, zeigte aber keinen Erfolg. 
Das Tier nahm kontinuierlich ab und ging 56 Tage nach Versuchsbeginn 
zugrunde. Der sehr wohlfeile Semmelstoppelpilz zeigte demnach im Gegen- 
satz zu den vorher beschriebenen Speisepilzen keine Wirkung. 


Versuch Ralte B4. Anfangsgewicht 157g. Schwarz, männlich (Craterellus 
cornucopioides Linn&e— Totentrompete). Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 


In gleicher Weise wie bei der Ratte 
B 3 war auch hier gleich zu Anfang | [Azzutage | Pilzen 
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eine Gewichtsabnahme, jedoch in viel 00 
stärkerem Maße festzustellen. 28 Tage NG 
nach Versuchsbeginn war das Gewicht P EK 
von 157g auf 125g gefallen; am E 
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allmählich ab und auch das Allgemein- Der19.11.1923ist der 123. Tag n.Versuchsbeginn. 
befinden wurde schlecht. Auch nach 

dem Pilzentzug fiel das Gewicht ab und 14 Tage nachher ging das Tier 
zugrunde mit einem Körpergewicht von nur 90 g. Die Totentrompete er- 
wies sich demnach als wirkungslos. 





88 S. Hara: 


Für die Tiere B 3, B 4 und B 5 glaube ich eine besondere Empfindlich- 
keit gegen vitaminfreie Nahrung annehmen zu dürfen. 

Versuch B6. Anfangsgewicht 165g. Schwarz, männlich (Polyporus 
versicolor — vielgestaltiger Löcherpilz). Versuchsbeginn 18. Oktober 1922. 

Merkwürdigerweise hat dieses Tier trotz B-vitaminfreier Nahrung 
während 80 Tage ständig an Gewicht zugenommen, erst nach dieser langen 
Zeit stellte sich eine allmähliche Gewichtsabnahme ein. Nach 123 Tagen 
wurden täglich etwa 3g von den ziemlich frischen Holzpilzen gefüttert; 
damit wurde einer weiteren Gewichtsabnahme Einhalt geboten, die in einem 
Konstantbleiben und sogar einem vorübergehenden Anstieg des Gewichts 
zum Ausdruck kam. 2 Wochen nach Pilzentzug war das Gewicht in gleicher 
Höhe wie früher. Bei diesem Versuch ist bemerkenswert, daß ein völlig 
ungenießbarer Pilz doch eine günstige Wirkung zeigen kann. 


Ratten der Gruppe II. 


Fütterung: Grundfutter und Roggenbrot. (Nahrung frei von C-Vitamin, 
A-Vitamingehalt fraglich, B-Vitamin sicher vorhanden.) 

Die Tiere der Gruppe II bekamen Grundfutter und Roggenbrot. 
Die mikroskopische Untersuchung des letzteren stellte als Hauptbestandteile 
Roggenmehl fest, außerdem war aber auch Weizen- und Gerstenmehl 
darin enthalten. Kartoffelbestandteile wurden nicht gefunden (Thionin- 
färbung und mikroskopische Prüfung). Ob das Roggenbrot A- und C-Vitamin 
enthielt, konnte aus der vorhandenen Literatur nicht ersehen werden; das 
Fehlen von C-Vitamin darf dagegen mit Sicherheit angenommen werden, 
zumal das Brot während des Backprozesses längere Zeit einer hohen 
Temperatur ausgesetzt ist, wobei das C-Vitamin zersetzt wird. 

Die Tiere dieser Gruppe, die bestimmt B-Vitamin bekamen, zeigten, 
soweit sich äußerlich erkennen ließ, normalen Gesundheitszustand, nur 
in ihrem Wachstum waren sie in geringem Maße gegenüber den mit 
normalem Futter ernährten Tieren zurückgeblieben. 

Nach 70 Tagen verendete ein Tier. Einige Tage vor dem Tode machte 
sich bei ihm an den Hinterbeinen, besonders an den Pfoten, stark 
ödematöse Anschwellung bemerkbar, die bei Berührung stark schmerz- 
haft war. 

Die Tiere dieser Gruppe zeigten nur in einem Falle deutliche rachitische 
und skorbutartige Krankheitssymptome. Im Endstadium machten sich 
bei der Mehrzahl der Tiere Schlafneigung, vernachlässigte Körperpflege 
und allgemeine Symptome von Körperschwäche bemerkbar. 

Ratte A 8. Anfangsgewicht 184g. Schwarz, männlich (Clitocybe mellea 
Vahl—Hallimasch). Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 

Das Tier zeigte während der ganzen Versuchsdauer eine dauernde 
Gewichtszunahme, gleich den anderen derselben Gruppe. Jedoch 2 Wochen 
nach Versuchsbeginn machte sich eine auffallende Trägheit bei der Ratte 
bemerkbar, sie lag gewöhnlich auf der rechten Seite, veranlaßte man sie 
zum Gehen, so bewegte sie sich in hinkender Gangart vorwärts. Das Tier 
machte infolgedessen keine Fluchtversuche mehr. Veränderungen an den 
Augen und den Mahlzähnen kamen nicht zur Beobachtung. Während 
der ganzen Versuchsdauer zeigte die Ratte aber gute Freßlust und trotz 
der krankhaften Veränderungen ständige Gewichtszunahme. In der Folgezeit 
verschlimmerte sich das Krankheitsbild immer mehr, mit besonderer 
Vorliebe lag das Tier stets in Seitenlage, wahrscheinlich um die schmerzenden 
Glieder zu entlasten. Nachdem auf Grund dieser Beobachtungen Rachitis 
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oder Skorbut oder auch beides angenommen werden durfte, wurde vom 
30. Tag nach Versuchsbeginn dem Futter täglich 0,5 g geirockneter Halli- 
masch zugesetzt. Schon nach ungefähr 10 Tagen machte sich im Befinden 
des Tieres eine merkliche Besserung geltend, auch versuchte es, statt dauernd 
auf der Seite zu liegen, zu laufen. Die Gehstörungen besserten sich wesentlich, 
eine völlige Herstellung war aber trotz 30tägiger Hallimaschfütterung nicht 
zu erzielen. Dieser Versuch stellt den einzigen Fall in unserer ganzen Unter- 
suchungsreihe dar, bei dem eine rachitische Erkrankung angenommen 
werden konnte. 

Die folgenden vier Tiere bilden eine Sondergruppe. Da die anfängliche 
Ernährungsform bei diesen Tieren der Gruppe II zu keinen Krankheits- 
symptomen, besonders zu keiner Gewichtsabnahme führte, wurde schließlich 
das Brot weggelassen, also C-vitaminfreies Grundfutter gegeben und erst 
dann die Wirkung von Pilzen untersucht. 


Ratte A 10. Anfangsgewicht 122g. Schwarz-weiß gefleckt., männlich 
(Boletus edulis Bulliard— Steinpilz.) Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 

Bei diesem Tier war während 
der ersten 80 Tage eine sehr starke 
Gewichtszunahme zu verzeichnen, 
es stieg von 122g auf 207g; Freß- 
lust und Allgemeinbefinden waren 
während dieser Zeit sehr gut, nur 
das Fell zeigte matten Glanz, sonst 
waren keine Veränderungen auf- 
getreten. Wie schon früher er- 
wähnt, bestand die Nahrung dieses 
Tieres aus Grundfutterund Roggen- 
brot unter Ausschaltung des Leber- 
tran. Diese Fütterung mag, unter 


Berücksichtigung des reichen B- Abb.9. Ratte A103. Anfangsgewicht 122g. Boletus 
. . . edulis Bulliard (Steinpilz), Der 17. II. 1923 ist der 
und geringen A-Vitamingehaltes 123. Tag nach Versuchsbeginn, der 34. Tag nach B» 


des Roggenbrotes, die Ursache für Vitaminentzug. (Völlig vitaminfreie Nahrung!) 
annähernd normales Wachstum ge- 

wesen sein. Auf Grund dieser Erscheinung war es zunächst unmöglich, eine 
Puüzwirkung zu studieren, und es wurde deshalb in diesem Falle 87 Tage nach 
Versuchsbeginn das Brot im Futter weggelassen. In den ersten vier Tagen des 
Brotentzuges erhöhte sich das Gewicht von 213g noch auf 223g. Ein 
Monat nach dem Entzug des Brotes war das Gewicht wieder auf 187g 
gesunken; während dieser Zeit war das Tier dem Fütterungsmodus der 
Tiere der Gruppe I angepaßt, jedoch immer unter Ausschaltung des Leber- 
trans. Der sich in diesem Falle rasch vollziehende Gewichtssturz hatte 
seine Ursache offenbar im Fehlen des Lebertrans. Die dem Tiere gereichte 
Nahrung war demnach vollkommen vitaminfrei. Im Verlauf des Gewichts- 
abstieges machten sich auch Veränderungen im Verhalten des Tieres be- 
merkbar, im besonderen waren es psychische, wie Unruhe, Angst und 
Schreckhaftigkeit; auch die Laufbewegungen waren ungewandt geworden; 
das Fell wurde glanzlos und struppig; die Veränderungen waren die gleichen 
wie bei den Tieren A 4, A5, A 6. 

34 Tage nach Entzug des Brotes betrug das Körpergewicht 189g. 
Mit dem gleichen Tage bekam die Ratte konservierte Steinpilze etwa 3 bis 5 g 
täglich, dem Futter zugesetzt. Es zeigte sich alsbald ein Gewichtsanstieg, - 
nach 5 Tagen betrug schon das Gewicht 217g und blieb dann während 
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der l4tägigen Pilzfütterung konstant. Einige Tage nach dem Entzug der 
Pilze trat wieder eine Körpergewichtsabnahme ein. Dieser Versuch ist 
von Interesse, weil er die außerordentlich günstige Wirkung der Fütterung 
mit Steinpilz bei völlig vitaminfreier Nahrung zeigt. 
Ratte A 5. Anfangsgewicht 135g. Schwarz, männlich (Psalliota 
arvensis Schäffer — Champignon). Versuchsbeginn 10. Oktober 1923. 
In den ersten 87 Tagen 
pg | Piz entzogen finden wir bei diesem Tiere ein 
ständiges Anwachsen des Ge- 
am ı | _ We wichts von 135 auf 243g. 
Während dieser Zeit waren an 
NT S dem Tiere keine besonderen Ver- 
änderungen zu sehen, nur nach 
BDREENEN etwa 50 Tagen trat eine große 
200 Mattigkeit des Tieres auf. 
T S E Toutei — H Gleich wie bei der Ratte 
Abb. 10. Ratte Nr. A55. Anfangsgewicht 135g. Psalliota 44,10, wurde auch bei diesem 
HA Tag nach Versuchrhegtn, der 23. Tag mach Be mehr zugesetzt. Die Nahrung 
mehr zugesetzt. ie Na 
Vitaminentzug. (Völlig vitaminfreie N ng.) snthielt:-also, da auch, Lebertran 
fehlte, nur vitaminfreies Grundfutter. Schon einige Tage nachher fiel das 
Gewicht ab und betrug ungefähr nach 1 Monat nur noch 206 g. Bei diesem 
Gewicht wurde mit der Pilzfütterung konservierter Champignon in der 
Menge 3 bis 5g begonnen. Nach 5 Tagen hatte das Tier schon 15 g zuge- 
nommen und blieb dann annähernd konstant, mit dem Entzug des Pilzes 
trat sofort wieder ein Abfallen des Gewichtes ein. Hieraus geht die günstige 
Wirkung des Champignons bei völlig vitaminfreier Nahrung hervor. 


Ratte A 6. Anfangsgewicht 132g. Schwarz-weiß gefleckt, männlich. 
(Clitocybe mellea Vahl—Hallimasch.) Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 
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Abb. 11. Ratte Nr, Aas, Anfangsgewicht 132g. Abb.12. Ratte Nr. A435. Anfangsgewicht 166 g. 

Clitocybe mellea Vahl (Hallimasch). Der 13. II. Hydnum repandum Linné (Semmelstoppelpilz). 

1923 ist der 119. Tag nach Versuchsbeginn, der Der 23. II. 1923 ist der 119. Tag nach Versuchs» 
30. Tag nach B»Vitaminentzug. beginn, der 30. Tag nach B.Vitaminentzug. 


Im Verlauf von etwa 50 Tagen war in diesem Falle das Gewicht von 

132 auf 282 g, Höchstgewicht, angestiegen. 
Bei gleicher Nahrung blieb in der Folge das Gewicht annähernd konstant. 
87 Tage nach Versuchsbeginn wog das Tier noch 280 g: an diesem Tage 
- wurde das Brot entzogen, die Nahrung war also wieder völlig vitaminfrei 
geworden, und die Ratte verlor allmählich wieder an Gewicht. Merkwürdig 


Vitamingehalt verschiedener Speisepilze. 91 


ist, daß in diesem Fall die Gewichtsabnahme nicht so schnell wie bei den 
Tieren A 10 und A 5 in Erscheinung trat. Nach 30 Tagen betrug das Gewicht 
noch 215g. In dieser Zeit bekam das Tier trockenen Hallimasch, 0,5 g 
täglich, entsprechend 5g frischer Pilze. Trotz mehr als zweiwöchiger Ver- 
fütterung blieb jede Beeinflussung des Körpergewichtes aus. Nach zehn- 
tägiger Pilzfütterung war eine Abnahme bis auf 200 g festzustellen. Die 
Fütterung mit Hallimasch führte bei völlig vitaminfreier Ernährung zu 
keiner Besserung. 

Ratte A 4. Anfangsgewicht 166g. Scheckig, männlich (Hydnum repan- 
dum Linné— Semmelstoppelpilz). Versuchsbeginn 19. Oktober 1922. 

Das Tier ließ während der ersten Versuchszeit ebenfalls einen erheblichen 
Gewichtsanstieg beobachten. Am 87. Tage war das Gewicht von 166 g auf 
247 g gestiegen, am gleichen Tage wurde das Brot entzogen; diese Maß- 
nahme blieb während zwei Wochen ohne merklichen Einfluß auf das Gewicht, 
nur ganz allmählich nahm das Gewicht ab. Nach 30tägigem Brotentzug 
betrug das Körpergewicht 245 g. Nach der nun einsetzenden zweiwöchigen 
Fütterung mit getrocknetem Semmelstoppelpilz 0,5g täglich, sank das 
Körpergewicht viel schneller und stärker ab als vorher, so daß man von einer 
ungünstigen Einwirkung des Pilzes auf die Gewichtskurve sprechen Könnte. 


Ratten der Gruppe III. 


(Fütterung: Grundfutter mit Roggenbrot und Lebertran, Nahrung frei von 
C-Vitamin, A- und B-Vitamin vorhanden.) 


Die Tiere bekamen als Futter Grundfutter, Roggenbrot und Lebertran: 
diese Kombination weist einen reichen Gehalt an A- und B-Vitamin auf 
und kommt, abgesehen vom Fehlen des C-Vitamins, dem normalen Futter 
am nächsten. Aus diesem Grunde zeigten die Tiere im allgemeinen auch 
ein recht gutes Wachstum und Allgemeinbefinden. Nur zwei Tiere dieser 
Gruppe erkrankten ernstlich, und nur in einem einzigen Falle konnte Skorbut 
mit Sicherheit angenommen werden. Aus der Literatur konnte ich keine 
Anhaltspunkte dafür gewinnen, ob schon jemals ein Autor sicher experi- 
mentell Skorbuterkrankungen an Ratten beobachtet hat. Ich schließe 
daher aus meinen Untersuchungen, daß bei C-vitaminfreier Nahrung nur 
ein ganz geringer Prozentsatz von Ratten gleichen Alters wie in meinen 
Versuchen an Skorbuterscheinungen erkrankt. 

Bei den Tieren B 3 und B 4 der Gruppe I und der Ratte A 8 der 
Gruppe II waren zum Teil ähnliche Erscheinungen aufgetreten; dies mochte 
darin seinen Grund gehabt haben, daß auch in diesen Futtermischungen 
das C-Vitamin fehlte. 

Im folgenden möchte ich von einer Beschreibung der Tiere mit an- 
nähernd normalem Wachstum absehen und gebe deshalb nur den Versuch 
mit dem einen Tiere wieder, das ausgesprochene Krankheitssymptome zeigte. 

Zu meinen Versuchen an diesem Tier der Gruppe III standen mir nur 
an der Luft getrocknete Pilze zur Verfügung. Deshalb sind meine negativen 
Ergebnisse nicht beweisend für das Fehlen von C-Vitamin in frischen Pilzen, 
da bekanntlich das C-Vitamin durch Austrocknen leicht zerstört werden 
kann. Der Versuch ist aber auf jeden Fall lehrreich im Hinblick auf die 
Verwendung von getrockneten Pilzen und Pilzpräparaten bei der mensch- 
lichen Ernährung. Der folgende Versuch besitzt eine besondere Bedeutung, 
da es sich hier nur um eine Erkrankung an Skorbut handeln kann und 
Rachitis nicht in Frage kommt. 
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Ratte C 10. Anfangsgewicht 168g. Schwarz, männlich (Clitocybe mellea 
Vahl— Hallimasch). Versuchsbeginn 21. Oktober 1922. 

Bei einem Anfangsgewicht von 168g hatte das Tier nach 40 Tagen 
sein Höchstgewicht mit 189 g erreicht. Es nahm von da an allmählich ab, 
nach 10 Tagen verminderte sich sein Appetit bedeutend; das Fell wurde 
struppiger und das Allgemeinbefinden verschlechterte sich von Tag zu Tag. 
60 Tage nach Versuchsbeginn betrug das Körpergewicht nur noch 160 g. 
Besonders hervorheben möchte ich, daß zu dieser Zeit das linke Hinterbein 
im Bereich des Fußgelenks eine deutliche ödematöse Anschwellung zeigte, 
die nach einigen Tagen dem ganzen Fuß eine klumpige Form gab. Bei 
Berührung dieses Körperteiles stieß das Tier Schmerzensschreie aus. Weiter 
traten an dem geschwollenen Bein sehr leicht Blutungen auf. In seinen 
Bewegungen war das Tier sehr vorsichtig, es bewegte sich nur unbeholfen 
vorwärts. Gleichzeitig mit den Veränderungen an dem Fuße trat eine starke 
Konjunktivitis mit Blutungen auf. Die Entzündung ging dann auf die Lider 
und den Bulbus über. Derselbe schrumpfte nach einigen Tagen und wurde 
schließlich völlig zerstört. Am 65. Tage bekam das Tier trockenen Hallımasch 
0,5 gtäglich. Ein deutlicher Einfluß auf die Erkrankung war in den nächsten 
14 Tagen aber nicht festzustellen. Da sich kein Erfolg zeigte, wurde die 
Pilzfütterung wieder eingestellt und die Krankheit schritt unaufhaltsam 
weiter. Am 90. Versuchstage ging die Ratte zugrunde. Endgewicht 140g. 


Zusammenfassend läßt sich über die angestellten Fütterungs- 
versuche an Ratten folgendes sagen: Über die Lebenswichtigkeit des 
C-Vitamins für die Ratte sind unsere Kenntnisse noch ungeklärt, da 
die meisten Untersuchungen an Meerschweinchen ausgeführt worden sind. 

Eine von C-Vitamin freie Ernährung, bei der dem Grundfutter 
Lebertran und Brot beigemischt waren, also den Ratten ein sowohl 
A-Vitamin wie B-Vitamin enthaltendes Futter geboten wurde 
(Gruppe III), erwies sich für das Wachstum und eine tägliche Gewichts- 
zunahmo unserer Tiere vollkommen ausreichend. In meinen Versuchen 
mit nicht mehr ganz jungen, aber noch im Wachstum befindlichen 
Ratten gediehen alle Tiere bei dieser Nahrung vorzüglich mit zwei 
Ausnahmen; eines der beiden Tiere (Ratte C 10) ging allerdings an 
skorbutartigen Erscheinungen zugrunde. Pilzzulage konnte den 
Krankheitsverlauf nicht mehr aufhalten. 

Wurde dem Grundfutter dagegen nur Brot zugelegt, also der 
das A-Vitamin reichlich enthaltende Lebertran weggelassen (Gruppe LI), 
so gediehen zwar die Ratten auch noch, jedoch war die Gewichtszunahme 
geringer als bei den ersten Versuchen, in denen auch noch Lebertran 
gegeben worden war. Auch hier erkrankte ein Tier mit Zeichen von 
Rachitis und Skorbut (A8). Sobald auch die Brotzulage entfernt 
wurde, nahm das Körpergewicht der Tiere infolge Mangel an B-Vitamin 
in der Regel ab, und sämtliche Ratten erkrankten an beriberiähnlichen 
Erscheinungen. Sobald Brot zugegeben wurde, besserte sich der Zu- 
stand. Brot war durch Hefe vollkommen, durch einzelne Speisepilze 
nahezu vollkommen zu erseizen. 
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In einer weiteren Versuchsreihe fehlte der Nahrung sowohl das 
B-Vitamin als auch das C-Vitamin. Wurde unter Beibehalten des 
Lebertrans das Brot weggelassen, also zu dem vitaminfreien Grund- 
futter nur A-Vitamin in Form von Lebertran zugefügt (Gruppe I), 
so war die Nahrung für die Ratten noch unvollkommener als bei der 
vorhergehenden Kombination. Die Tiere nahmen nur in der ersten 
Zeit ein wenig zu, blieben dann eine Zeitlang gewichtskonstant und 
erkrankten schließlich an beriberiähnlichen Erscheinungen. Zweimal 
war das Krankheitsbild mit Skorbutsymptomen vermischt. Die @e- 
wichtsabnahme sämtlicher Tiere verlief jedoch langsamer als es bei den 
Ratten der Gruppe II meist der Fall war, wenn diese infolge Entzug 
des Brotes an Beriberierscheinungen erkrankten. Die langsamere 
Gewichtsabnahme ist auf Wirkung des Lebertrans bei dieser Gruppe I 
zu beziehen. Bei Zulage von Pilzen (Steinpilz, Champignon, Eierpilz) 
stieg das Gewicht der Tiere sofort wieder steil an; die Speisepilze er- 
gänzten also das nur A-Vitamın enthaltende Futter zu einer für die Ratten 
wohl ziemlich vollkommenen Nahrung. Sie enthalten daher sicher 
B-Vitamin. Andererseits verbesserten die Pilze in gleicher Weise das 
ungenügende Futter bei den Tieren der zweiten Gruppe, die nach 
Entzug des Brotes erkrankt waren. Es ist nicht ausgeschlossen, daß 
in den Pilzen neben dem B-Vitamin auch der fettlösliche A-Faktor 
enthalten ist. 


Versuche an Mäusen. 


Die Prüfungsmethodik war analog wie bei den Versuchen an Ratten. 
Das Gewicht der weißen Mäuse betrug 12 bis 20 g. Die Fütterung war wie 
bei der Gruppe I; Grundfutter mit Lebertran ; A-Vitamin war also vorhanden, 
fehlten B-Vitamin und C-Vitamin. 

r das Verhalten der Mäuse während der Versuchszeit sei folgendes 
bemerkt: die Mäuse fraßen anfangs mit großer Gier; erst in weiterem 
Verlauf nahm die Freßlust ab. Vollständig verweigert wurde die Nahrung 
jedoch erst kurz vor dem Tode. Die Tiere bekamen gewöhnlich nach einer 
Woche struppiges Aussehen, die Haare verloren ihren Glanz und waren 
ständig etwas feucht. In meinen Versuchen ist ein sehr deutlicher Unter- 
schied zwischen Ratten und Mäusen festzustellen. Im Gegensatz zu den 
Ratten gingen unter völlig gleichen Versuchsbedingungen bei den Mäusen 
sowohl die jungen als auch die erwachsenen Tiere ausnahmsweise nach 
24 bis 25 Tagen zugrunde. Während an den Ratten erst relativ spät Verände- 
rungen zu erkennen waren, zeigten die Mäuse schon nach einigen Tagen 
spätestens nach 2 Wochen auffallende Veränderungen, wie z. B. andauerndes 
Zittern bei Bewegungen, Paresen der Hinterbeine und Zeichen allgemeiner 
Schwäche. Die meisten Mäuse waren in ihren Bewegungen langsamer, 
hielten sich mit Vorliebe im Käfig auf und machten keine Fluchtversuche 
mehr. Beim Laufen verloren die Mäuse häufig das Gleichgewicht, auch 
die Farbe des Schwanzes war nicht mehr rosarot, sie wurde blaß oder miß- 
farbig. In drei Fällen waren schwere Augenschädigungen festzustellen. 
Ein Tier wurde vollkommen blind. Wir sehen also bei Mäusen viel deutlicher 
und früher Erscheinungen von Avitaminose auftreten als bei den Ratten. 
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Der Sektionsbefund ergab bei drei Tieren Pneumonie, bei zwei anderen 


Tieren entzündliche Veränderungen im Magendarmkanal. 
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Tiere mit Pilzzulagen 
Abb. 13. Versuch an Mäusen mit Be und Ce 


lich die Wirkung von Hefe und ge- 
wissen Speisepilzen, und zwar in einer 
Verlängerung der Lebensdauer der Ver- 


suchstiere (vgl. Abb. 13). Aus der 
Abb. 13 läßt sich erkennen, daß auch 
bei Mäusen dem Steinpilz und der Hefe die stärkste Wirkung zukommt. 

Während die unbehandelten Kontrolltiere zuerst, regelmäßig nach 20 
bis 25 Tagen, zugrunde gingen, lebten alle mit Pilzen gefütterten Tiere länger 
Die Verlängerung des Lebens war nicht bedingt durch reichlichere Nahrungs- 
aufnahme. 


Vitaminfreier Kost. Lebensdauer in Tagen. 


Versuche an Tauben. 


Das Futter setzte sich aus den gleichen Bestandteilen zusammen wie 
bei den Ratten der Gruppe I. Das Futter bestand aus Grundfutter und 
Lebertran, war also frei von B-Vitamin und C-Vitamin. 

Jedes Tier war in einem besonderen Käfig untergebracht. Zwei- bis 
dreimal täglich bekamen die Tiere frisches Futter. Gewicht 250 bis 350 g. 

Das Versuchsmaterial von Pilzen wurde den Tauben immer sehr vor- 
sichtig, im allgemeinen mit einem Löffel oder einer Pinzette beigebracht; in 
einigen Fällen wurde es auch als wässeriger Auszug subkutan einverleibt. 

Nach vielfachen Erfahrungen anderer Autoren zeigen nicht alle Tauben, 
die frei von B-Vitamin ernährt werden, Beriberierscheinungen. Dies soll 
nur bei einem Prozentsatz von etwa 30 Proz. der Tiere der Fall sein. 
Demgegenüber stellte ich in meinen Versuchen bei mehr als der Hälfte der 
Tiere typische neuritische Erscheinungen fest. 


I. Versuchsreihe an Tauben. 


In dieser Reihe wurde das Pilzmaterial auf Schutz- und Heilwirkung 
geprüft. Ich gab einem Teil der Tiere daher relativ frühzeitig zu einer Zeit, 
da sie nur einen geringen Zustand von Schwäche aufwiesen, aber noch nicht 
an Beriberi erkrankt waren, die Pilze gleichzeitig mit dem Grundfutter. Es 
wurde jeweils 0,2 bis 0,3g Pilztrockensubstanz verfüttert. 

Aus den Protokollen geht folgendes hervor: Die Tiere Nr. 17, 19 und 20 
erhielten Pilzzusatz, noch ehe irgendwelche neuritische Erscheinungen auf- 
traten. Nr. 17 erhielt 20 Tage nach Versuchsbeginn Steinpilz, Nr. 19 bekam 
nach 20 Tagen Hallimaschpiüz, Nr. 20 nach 21 Tagen Semmelstoppelpilz. 
Während der ganzen Versuchsdauer traten keine Beriberizeichen auf, die 
Tiere gingen nach 42 bzw. 50 und 52 Tagen zugrunde. 

Ein anderer Teil der Versuchstiere erhielt eine Pilzzulage erst nach dem 
Eintritt neuritischer Erkrankung. Die Tauben Nr. 18 und 24 z. B. zeigten 
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nach 34 Tagen typische Beriberizeichen. Bei dem Auftreten dieser Er- 
krankungen wurden den Tieren sofort Steinpilze mit der Nahrung verabreicht; 
es wurde in diesen Versuchen zuerst dieser Pilz verwendet, weil ihm, wie 
frühere Versuche an den Ratten zeigten, eine besondere Wirksamkeit zuzu- 
sprechen ist. 

Taube 18. Anfangsgewicht 349g. Männlich. (Boletus edulis Bulliard — 
Steinpilz.) Versuchsbeginn 22. Oktober 1922. 

Das Tier erhielt mit dem Auftreten der typischen Beriberierkrankung 
sofort etwa 4 g konservierte Steinpilze, eine deutliche Wirkung war aber 
nicht festzustellen; am nächsten Tage ließ sich sogar eine Verschlechterung 
des allgemeinnen Zustandes erkennen. Das Tier erhielt aus diesem Grunde 
noch 0,2 g Hefeextrakt, innerhalb eines halben Tages hatte es sich erholt 
und nahm dann an Gewicht zu. In den nächsten 4 Tagen wurden weitere 
0,2 g Hefe gegeben, es zeigte sich dabei aber keine Gewichtszunahme mehr. 
Da die Erkrankung zu weit vorgeschritten war, ging das Tier zugrunde. 
In diesem Versuch erwies sich die Hefe dem Steinpilz überlegen. Da aber 
möglicherweise die Menge nicht genügte, wurde der Versuch mit Steinpilz 
wiederholt. 

Taube 24. Anfangsgewicht 289g. Männlich. (Boletus edulis Bulliard — 
Steinpilz.) Versuchsbeginn 22. Oktober 1922. 

Das Tier erkrankte ganz plötzlich am Morgen des 24. Tages an Krämpfen, 
denen sich wiederholt minutenlange Rollbewegungen anschlossen. 


Versuchstage 
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Keine Beriberi (Schutzwirkung) 
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Abb.14. Versuche an Tauben mit B» 
und C,Vitaminfreier Kost. Lebensdauer 
in Tagen. 


Es erhielt sofort etwa 4 g konservierten Steinpilz per os. Nach Verlauf 
eines halben Tages war eine deutliche Besserung zu verzeichnen. Das Tier 
konnte wieder auf der Stange sitzen, durch das Zimmer fliegen; am nächsten 
Tage kehrte auch die Freßlust wieder; es war somit das Befinden ein weit 
besseres geworden. In der Folge erhielt das Tier täglich etwa 2 bis 3g 
konservierten Pilz beigebracht. Die Besserung im Befinden währte 2 Tage, 
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nach dieser Zeit traten wieder die charaktoristischen Symptome, die in 
Krämpfen und Rollbewegungen und Bewegungslosigkeit bestanden, auf. 
Am nächsten Tage war das Befinden fast normal, es traten keine Krämpfe 
auf, auch Rollbewegungen fehlten, Laufen und Fliegen waren wieder möglich. 
Auch während der nächsten 2 Tage waren keine Beriberisymptome zu 
beobachten, am dritten Tage trat der Tod des Tieres ein. Es handelt sich 
also hier um einen Fall mit deutlicher Heilwirkung. Auch durch reichliche 
Zufuhr von Hefe oder Reiskleie lassen sich bekanntlich bei Tauben keine 
Dauerheilungen, sondern nur ähnliche vorübergehende Wirkungen erzielen. 
Andererseits muß aber betont werden, daß bei der Beriberi der Tauben 
auch gelegentlich spontan vorübergehende Besserung eintreten kann. Ich 
selbst habe einen solchen Fall beobachtet. 

Die verabreichten Pilze ließen an eine Schutzwirkung denken, da die 
Beriberisymptome ausblieben und auch ein deutlicher Einfluß auf die 
Lebensdauer ausgeübt wurde. Die Tiere, denen frühzeitig Pilze in pro- 
phylaktischer Absicht gegeben worden waren, zeigten nämlich ohne Aus- 
nahme keine charakteristischen Beriberizeichen (Abb. 14). Außer der 
Schutzwirkung besteht aber auch eine deutliche Heilwirkung. Die bereits 
eingetretene Beriberi wurde durch Fütterung mit Steinpilzen günstig 
beeinflußt. 


II. Versuchsreihe an Tauben. 


In dieser Versuchsreihe zeigten die Tiere typische akute neuritische 
Symptome (sogenannte Taubenberiberi); bei einzelnen kamen plötzlich 
schwere spastische Erscheinungen zur Beobachtung: der Kopf der Hals- 
muskulatur war gegen den Rücken gezogen, ferner war die Gehfähigkeit 
vermindert und die Beine waren gewöhnlich stark an den Bauch gezogen. 
Bei manchen Tieren wurden auch minutenlange Rollbewegungen beobachtet, 
bei allen war die Freßlust herabgesetzt. 

Von sechs Tieren der gleichen Versuchsreihe war vorstehend geschildertes 
Bild bei Nr. 31, 33, 34 und 36 beobachtet worden. Bei diesen typisch er- 
krankten Tieren kamen folgende Heilversuche zur Ausführung. 

Taube 31. Anfangsgewicht 291g. Männlich. (Clitocybe mellea Vahl— 
Hallimasch\). Versuchsbeginn 24. November 1922. 

Am Morgen des 30. Tages nach Versuchsbeginn trat bei diesem Tier 
plötzlich ein sehr charakteristischer Beriberianfall auf. Die Erkrankung 
war sehr schwer. Das Tier konnte nicht mehr fliegen und verweigerte die 
Nahrung. Es bekam sogleich 0,25 g Hallimasch in trockenem Zustande, 
worauf Besserung eintrat. Am Abend des gleichen Tages zeigte es wieder 
Lust zum Fressen und flog, wenn auch ungewandt, durch das Zimmer. 

Das Pilzmaterial wurde auch noch in den nächsten 2 Tagen gegeben. 
Das Tier lebte noch 6 Tage und konnte bis zum Tode ziemlich gut laufen. 

Kurz vor dem Tode traten wieder leichte Beriberizeichen auf. 

Zwei der übrigen drei Tiere (Nr. 34 und 36), die sich in einem schweren 
Krankheitszustande befanden, erhielten ein l0proz. Infus von Hallimasch 
in dem Endstadium der Krankheit subkutan injiziert. 

Es zeigte sich aber keine Wirkung, die Tiere gingen sofort bzw. nach 
24 Stunden zugrunde. 

Die Versuche an Tauben zeigen also, daß auch hier sowohl eine Schutz- 
als auch eine Heil wirkung nach Pilzzufuhr eintreten kann. Bei den Tauben, 
die prophylaktisch mit Pilzen gefüttert wurden, kam es nicht zu Beriberi- 
Erkrankung. In einigen Fällen trat zudem ausgesprochene Besserung der 
neuritischen Erscheinungen ein. Weiter ließ sich auch bei Pilzfütterung 
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eine Verlängerung der Lebensdauer der Versuchstiere feststellen, wie aus 
der Abb. 14 hervorgeht. Ich möchte jedoch darauf hinweisen, daß bei 
den letzten zwei Kontrolltieren (bei 25 und 26) der frühzeitige Tod auch 
durch den unerwarteten Eintritt niedriger Temperatur im Versuchsraum 
mitverschuldet sein kann. Im übrigen erscheinen aber die Resultate bei 
Tauben nicht so gesichert und einwandfrei wie bei Ratten. Weitere Versuche 
mit Berücksichtigung der Mengenverhältnisse müssen hier genauere Klärung 
bringen. So viel scheint aber doch schon jetzt festzustehen, daß für die 
Auswertung von Pilzen die Tauben wie die Mäuse wenig geeignete Versuchs- 
tiere darstellen. 
Versuche an Meerschweinchen. 
Prüfung auf antiskorbutische Wirkung. 

Die Versuchstiere bekamen in Anlehnung an die Arbeit von Holst 
und Fröhlich!) Hafer und täglich etwa 50 g im Autoklaven gekochte Milch . 
und etwas Wasser. Die Tiere zeigten dieselben charakteristischen Krank- 
heitssymptome wie die von den beiden Autoren beschriebenen. Das Körper- 
gewicht bot in allen Fällen das Bild nebenstehender Kurve. In den ersten 
7 bis 10 Tagen nahmen die Tiere, wie die Zeichnung veranschaulicht, an 
Gewicht zu, in den nächsten 7 bis 10 Tagen blieb das Gewicht meist konstant 
oder hatte ganz geringe Abnahme aufzuweisen, in weiteren 7 bis 10 Tagen 
etwa fiel es rasch ab und die Tiere gingen zugrunde. Es lassen sich somit 
an dieser Kurve drei Abschnitte unterscheiden. 

Charakteristische Skorbutsymptome traten in der zweiten Hälfte des 
mittleren Abschnittes auf; sie kamen im besonderen durch Freßunlust, 
Abmagerung und beständiges Wimmern, das vielleicht durch Gelenk- 
schmerzen bedingt war, zum Ausdruck. Auch in ihren Bewegungen waren die 
Tiere sehr träge; sie saßen gewöhnlich zitternd, zusammengekauert in 
einer Ecke des Käfigs, zuweilen auch in Seitenlage, wohl in der Absicht, die 
schmerzenden Gelenke zu entlasten. 

Außer diesen Erscheinungen wurden noch Hyperämie des Zahnfleischs, 
in zwei Fällen Blutungen aus dem Darm beobachtet; nach Auftreten dieser 
Symptome gingen die Tiere in allen Fällen sehr rasch zugrunde. 

Das Gewicht der Meerschweinchen betrug vor den Versuchen 200 bis 
300g. Die Versuche selbst kamen in doppelter Reihe zur Ausführung. 

Die erste Versuchsreihe fällt in die Zeit vom 19. Oktober bis 19. No- 
vember 1922, und die zweite Reihe in die Zeit vom 15. November bis 12. De- 
zember 1922. Mit der Verfütterung des zur Verfügung stehenden Pilz- 
materials wurde in der zweiten Hälfte des zweiten Stadiums oder gleich zu 
Beginn des Abfalls der Gewichtskurve begonnen, als sich schon Skorbut- 
symptome zeigten. Soweit die Tiere die Pilze, die in getrocknetem Zustande 
und konservierter Form gereicht wurden, nicht freiwillig mit dem Futter 
aufnahmen, wurden diese mit der Pinzette oder einer Pipette eingeführt. 
Die Kontrolltiere, denen im Stadium der beginnenden Erkrankung Mohr- 
rüben mit dem Futter gereicht wurden, gesundeten wieder vollständig, 
also ein Beweis, daß in diesem Stadium noch eine Heilung möglich war. 

Bei den Versuchstieren aber, denen Pilze im kritischen Stadium gereicht 
wurden, zeigte sich kein Erfolg mehr; die Erkrankung schritt unaufhaltsam 
vorwärts und wies alle schon erwähnten Symptome des Skorbuts auf. 

Die Sektion der Versuchstiere stellte einwandfrei Skorbut fest. Der 
Befund war in der Regel folgender: Im Maul war eine allgemeine Hyperämie 


1) Zeitechr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 72, 1, 1912. 
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festzustellen. Die Mahlzähne des Unterkiefers saßen sehr locker und konnten 
mit der Pinzette leicht extrahiert werden, in geringerem Maße zeigten die 
oberen Mahlzähne das gleiche Verhalten. Die Veränderungen am Thorax 
bestanden in Blutungen und Auftreibungen an den Knochen-Knorpelgrenzen 
der Rippen und des Brustbeins. In vielen Fällen war Pneumonie festzu- 
stellen. Am Verdauungstraktus zeigten sich krankhafte Erscheinungen, 
besonders im Magen und oberen Dünndarm entzündliche Hyperämie und 
Blutaustritte. Zu Blutungen in den Gelenken und den benachbarten Muskeln 
kam es am Schulter-, Ellenbogen-, und Hüftgelenk und besonders regelmäßig 
und ausgeprägt im Kniegelenk. Die Gelenkverbindungen waren sehr locker 
und der Knochen selbst an den Enden sehr weich und leicht zerbrechlich. 

Die Gewichtsveränderungen der Tiere zeigen sich in folgenden Tabellen 
(Abb. 15 bis 18). 


Abb. 15—19. Versuche an Meerschweinchen. Prüfung auf antiskorbutische Wirkung. 





Abb. 15. Meerschweinchen Nr.65. Kontrolle. Abb. 16. Meerschweinchen Nr. 45. Heilversuch 
mit Steinpilz. 





Abb. 17. Meerschweinchen Nr. 15. Heilversuch Abb. 18. Meerschweinchen Nr.38. Heil» 
mit Eierschwamm versuch mit Semmelstoppelpilz. 


Alle untersuchten Pilze erwiesen sich im trockenen Zustande wirkungslos 
gegen Skorbuterkrankung. Daraus kann geschlossen werden, daß trockene 
Pilze frei von C-Vitamin sind. Aus äußeren Gründen war es mir nicht mehr 
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möglich, Versuche an frischem Pilzmaterialauszuführen. Die Untersuchungen 
sollen aber fortgeführt werden. Daß die Skorbuterkrankung durch geeignete 
Zufuhr von C-Vitamin enthaltende Nahrungsstoffe geheilt werden kann, ergibt 





Abb. 19. Meerschweinchen Nr. 203, Heilversuch mit Runkelrüben. 


sich aus Heilversuchen mit frischen Rüben (Runkelrübe), die ich zur Kontrolle 
meiner Versuche mit Pilzen angestellt habe. Der Verlauf eines derartigen 
positiven Fütterungsversuches ist aus der Abb. 19 ersichtlich. Hier tritt 
mit Zufuhr der Rüben eine ganz auffallende Besserung der Erkrankung 
unter gleichzeitigem Wiederanstieg der Gewichtskurve ein. 


Zusammenfassung. 


Zur ersten Orientierung über den bisher nicht untersuchten Vitamin- 
gehalt von Speisepilzen wurden Fütterungsversuche mit qualitativ 
unzureichender Ernährung an Mäusen, Ratten, Meerschweinchen 
und Tauben angestellt. Da dieselben im Winter und Frühling aus- 
geführt wurden, konnten nur lufttrockene und durch Hitze konservierte 
Pilze geprüft werden. Die Fortsetzung der Versuche an frischem 
Material unter Berücksichtigung der quantitativen Verhältnisse ist 
jedoch in Angriff genommen. Soweit sich bis jetzt feststellen läßt, 
ist der Steinpilz (Boletus edulis) reich an Wachstumsvitamin und 
enthält das antineuritische B-Vitamin. Die Wirkung von Steinpilz- 
zulagen bei B-vitaminfreier Ernährung auf das Allgemeinbefinden und 
das Körpergewicht ist ganz analog der Wirkung bester Hefepräparate. 
Auch der Champignon (Psalliota arvensis) enthält Wachstumsvitamin, 
der Gehalt ist aber, wie es scheint, etwas geringer als beim Steinpilz. 
An dritter Stelle steht der Eierschwamm (Cantharellus cibarius). In 
weitem Abstand folgen dann der Hallimasch (Clitocybe mellea), der 
Semmelstoppelpilz (Hydnum repandum) und die Totentrompete 
(Craterellus cornucopioides), deren Wirkung in den Fütterungsversuchen 
entweder gering oder überhaupt negativ war. Trotzdem darf ange- 
nommen werden, daß alle Pilze ‚B-Vitamin‘, nur in sehr wechselnden 
Mengen, enthalten. Dies wird auch daraus geschlossen, daß die Lebens- 
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dauer der vitaminarm oder vitaminfrei ernährten Versuchstiere bei 
gleichzeitiger Pilzfütterung in allen Fällen verlängert wurde. Bei 
B-vitaminfrei ernährten Tauben verhindert die frühzeitige Zulage von 
Pilzen (Steinpilz, aber auch Hallimasch und Semmelstoppelpilz) das 
Auftreten von neuritischen Erscheinungen. Bereits eingetretene Beri- 
beri wurde durch Zulage von Steinpilz und Hallimasch deutlich ge- 
bessert. Es ließ sich also eine Schutz- und Heilwirkung gegen die 
Neuritis feststellen. Mäuse, die frei von B- und C-Vitamin ernährt 
wurden, gingen nach 20 bis 25 Tagen zugrunde. In allen Fällen, wo 
Pilzzulage gegeben wurde, konnte eine Verlängerung der Lebensdauer 
festgestellt werden. Diese betrug z. B. bei gleichzeitiger Steinpilz- 
zulage über 40 Tage. Auch bei Tauben wirken Pilze lebensverlängernd. 
Selbst ein ungenießbarer Baumschwamm (Polyporus versicolor) ließ 
eine Wirkung auf Allgemeinzustand, Lebensdauer, Körpergewicht und 
Wachstum erkennen. Ob in den Speisepilzen der fettlösliche Faktor A, 
„A-Vitamin‘“ bzw. antirachitische Substanzen enthalten sind, ist noch 
unsicher. 

Getrocknete Pilze enthalten kein C-Vitamin, was bei der leichten 
Zersetzlichkeit dieses Stoffes nicht auffällig ist. Alle Heilversuche 
an skorbutkranken Meerschweinchen verliefen durchaus negativ. 
Ratten erwiesen sich hier als unbrauchbare Versuchstiere, sie leben 
monatelang bei C-vitaminfreier Kost und nehmen an Gewicht zu. 
Bei Beurteilung der biologischen Wertigkeit, insbesondere des Nähr- 
wertes von Speisepilzen, muß nach den vorliegenden Ergebnissen der 
Gehalt an Vitaminen berücksichtigt werden. Die Pilze enthalten 
sicherlich Stoffe, die bei den wechselnden Erscheinungen der Avita- 
minosen infolge qualitativ unzureichender Kost diesen Erkrankungen 
entgegenwirken, indem sie Wachstum und Gewichtszunahme fördern 
und dadurch den Stoffwechsel und das Allgemeinbefinden günstig 
beeinflussen. Die bevorzugte Stellung des Steinpilzes und des Cham- 
pignons unter den übrigen Speisepilzen findet durch die mitgeteilten 
experimentellen Untersuchungen eine wissenschaftliche Bestätigung 
und Begründung. 


E m m ——— 


Während der Korrektur dieser Arbeit ging uns eine Mitteilung 
des Herrn Dr. Pietro Di Mattei in Rom zu, nach welcher derselbe in 
der Kgl. medizinischen Akademie in Rom (Sitzung vom 11. März d J.) 
einen Vortrag über den Vitamingehalt von Speisepilzen gehalten habe. 
Gleichzeitig übersandte er einen Sonderabdruck aus dem Policlinico 
(Sez. Med.) vom 1. Mai d. J. „Sui fattori complementari dell’ alimen- 
tazione (Le vitamine dei funghi mangerecci)‘‘ über Versuche mit 
Boletus an Tauben und Meerschweinchen, die im wesentlichen zu den 
gleichen Ergebnissen wie unsere Untersuchungen geführt haben. 


Zur Wertbestimmung des Pepsins). 
und über das Verhalten des Pepsins im Körper. 


Von 
Käthe Voigt. 


(Aus dem pharmakologischen Institut zu Rostock.) 
(Eingegangen am 9. August 1923.) 


Seit einer Reihe von Jahren wird Pepsin mit großem Erfolg zur 
Entfernung von Narbengewebe verwandt. Bei den bisherigen Ver- 
wendungsarten wurde das Pepsin lokal auf das zu behandelnde Gewebe 
gebracht, das gleichzeitig unter Säureeinwirkung gesetzt wurde. Für 
manche ausgedehnten Hauterkrankungen, bei denen eine Pepsin- 
behandlung in Frage kommt, wäre es erwünscht, das Pepsin auf dem 
Blutgewebe an die Gewebe zu bringen. Eine solche Anwendung kann 
aber natürlich nur dann in Betracht gezogen werden, wenn sich völlig 
ungiftige Pepsinpräparate herstellen lassen, und wenn das Pepsin in 
der Blutbahn genügend lange in wirksamer Form bestehen bleibt. 
Auf Anregung des Direktors der hiesigen dermatologischen Klinik, 
Herrn Prof. Frieboes, habe ich unter Anleitung von Herrn Prof. Tren- 
delenburg die Frage der Pepsingiftigkeit und des Pepsinschicksals nach 
intravenöser Einverleibung untersucht. 


1. Auswertung des Pepsins. 


Um das Schicksal des in die Blutbahn gebrachten Pepsins ver- 
folgen zu können, bedurfte es einer einfachen Methode, die Wirksamkeit 
des Ferments auszuwerten. Bekanntlich gibt es eine übergroße Zahl 
von Meßmethoden — daß immer neue beschrieben werden, dürfte 
seinen Grund darin haben, daß die meisten der Methoden keine wirklich 
genauen Wertbestimmungen zulassen oder daß sie mit zu teurem 
Material oder zu kompliziertem Verfahren arbeiten. 

Wenn ich im folgenden eine bisher nicht angegebene Methode, 
die mir Prof. Trendelenburg vorschlug, mitteile, so geschieht es, weil 
ich überzeugt bin, daß diese Methode an Genauigkeit und Einfachheit 
die älteren Verfahren übertrifft. Das Prinzip der Methode ist, daß 
man Pepsin auf angesäuertes Blutserum einwirken läßt und den Grad 
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der Verdauung der Serumeiweißkörper durch nephelometrische Unter- 
suchung genau bestimmt; das stark verdünnte Serum wird mit Sulfo- 
salicylsäure versetzt, so daß die Eiweißsubstanzen ausgeflockt werden. 
Bei geeigneten Mengenverhältnissen läßt sich leicht eine so feine 
Dispersion der Eiweißpartikel erzielen, daß eine lange Zeit hindurch 
stabile Suspension entsteht, die im Nephelometer auf ihre Dichtigkeit 
untersucht werden kann. Der Grund der Trübungsdichte wird natürlich 
mit zunehmender Pepsinwirkung abnehmen. 

Kurz nachdem ich an die Ausarbeitung dieser Methode herangegangen 
war, bemerkte ich, daß kürzlich Michaelis (l) ein ähnliches Verfahren 
angab. Er stellte durch Zusatz von Sulfosalicylsäure zu Eiweißlösung einen 
Niederschlag her und beobachtete die Aufhellung der Trübung durch 
Pepsinsalzsäure. Nach von Gyemant (2) gibt diese Methode keine abeoluten 
Werte, da die Teilchengröße der Eiweißsuspensionen nicht konstant ist, 
so daß bei verschiedenen Versuchen die gleiche Pepsinprobe verschiedene 
Wirkungsstärke zeigen kann. 

Ich schlug zur Wertbestimmung des Pepsins folgendes Verfahren 
ein. Zu Leem Serum wurden 8ccm n/10 HO zugegeben und dann 
in Leem Wasser die gewünschte Pepsinmenge hinzugefügt. In den 
entscheidenden Versuchen wurde steril gearbeitet, aber bei Verwendung 
nicht steril, nur kalt aufbewahrten Serums und nicht ausgekochter 
Gläser habe ich kein anderes Ergebnis gehabt. Die Acidität der Lösung 
verhindert offenbar das Bakterienwachstum. Die Lösungen blieben 
klar. Die Reagenzgläser mit dem Serum-Salzsäure-Pepsingemisch 
kamen für 24 Stunden in den Brutschrank und wurden dann nephelo- 
metrisch folgendermaßen ausgewertet. 

Jeweils wurden 0,3ccm des Gemisches = 0,03ccm Serum in 
einem Becherglase mit 20 ccm Wasser verdünnt, dann wurde unter 
Schwenken des Glases 2,5ccm einer 10proz. Sulfosalicylsäurelösung 
zugesetzt. In pepsinfreien Kontrollproben tritt sofort eine Trübung 
auf, die sehr geringe Neigung zu grober Ausflockung hat. Bei teilweiser 
Verdauung des Eiweißes dauert es zum Teil einige Minuten, bis die 
Trübung auftritt. Es wurde deshalb nicht vor Ablauf von etwa 10 Mi- 
nuten am Nephelometer (von Krüss) untersucht. Ob zur Zeit der 
Untersuchung die Trübung schon maximal war, wurde nicht näher 
untersucht (nahezu maximal war sie zweifellos), denn dieser Punkt 
war gleichgültig, da ich stets mit Kontrollösungen verglich, die gleich- 
zeitig den gleichen Sulfosalicylsäurezusatz erhalten hatten. Die Menge 
des durch das Pepsin verdauten Eiweißes läßt sich leicht feststellen, 
wenn man fallende Mengen von Serum (das im gleichen Mengenverhältnis 
wie oben angegeben mit n/l0 HCl und Wasser versetzt wurde und 
ebenfalls 24 Stunden in den Brutschrank gebracht wurde) in 20 ccm 
Wasser gibt, Sulfosalicylsäure zufügt und die Trübung am Nephelo- 
meter ausmißt. 
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2. Giftigkeit des Pepsins und sein Schicksal im Körper. 

Für die intravenösen Einspritzungen verwandte ich das hoch- 
wertige Pepsin, das ich der Freundlichkeit der Firma Witte, Rostock, 
verdanke. Es wurde gewonnen, indem man dem Rohpepsin Salzsäure 
zusetzte und durch sorgfältige Dialyse in Pergamentschläuchen die 
Peptone usw. entfernte. Schließlich wurde das Präparat bei 30° im 
Vakuum getrocknet. 

In älteren Arbeiten wird wiederholt berichtet, daß die intravenöse 
Einspritzung von Pepsinlösungen bei Warmblütern starke Giftwirkungen 
auslöse, oder den Tod herbeiführe [s. z. B. Mendelson (3), Bergmann 
und Angerer (4), Hildebrandt (BIL Oppenheimer (6) steht der angeb- 
lichen Giftigkeit der Fermente skeptisch gegenüber. Ein Beweis, daß 
die Vergiftungserscheinungen nicht nur die Folge von Verunreinigungen 
waren, ist nicht erbracht. 

Über meine Versuche kann ich in aller Kürze berichten. Denn das 
Ergebnis zahlreicher Einspritzungen war stets das gleiche: bis 0,3 g 
des erwähnten Pepsins Witte (pro Kilogramm) in die Vene von Kaninchen 
oder Meerschweinchen gespritzt, bewirkte keine Veränderung im Ver- 
halten der Tiere, die Atmung blieb ungestört und der graphisch regi- 
strierte Blutdruck zeigte keine stärkeren Schwankungen als nach der 
Einspritzung von Kontrollkochsalzlösungen. 

Hiernach kann kein Zweifel sein, daß die früher beobachteten 
Giftwirkungen des Pepsins von Verunreinigungen herrührten; Pepsin 
kann aber in solchem Reinheitsgrad. geliefert werden, daß es trotz 
sehr starker Wirksamkeit keine Vergiftungen auslöst, wenn erhebliche 
Mengen in die Venen gespritzt werden. Somit stehen der etwaigen 
intravenösen Pepsintherapie keine toxikologischen Bedenken entgegen. 

Über das Schicksal des in die Blutbahn aufgenommenen Pepsins 
finde ich keine ausführlicheren Versuche. Die von Brücke entdeckte 
Tatsache, daß sich Pepsin im Harn nachweisen läßt, und daß dies 
Pepsin aus dem Magen stammt [Matthes (7) u. a.], sprach für die Möglich- 
keit, daß das Pepsin in unveränderter Form längere Zeit im Organismus 
bestehen bleiben kann, während weiter unten mitzuteilende Versuche 
über das Verhalten des Pepsins bei Einwirkung von Blut eine rasche 
Bindung des im Blute zirkulierenden Ferments wahrscheinlich machten. 
Albertoni beobachtete nach der Pepsineinspritzung in das Blut eine 
Hemmung der Gerinnung, wie er meint, infolge einer Verdauung des 
Fibrins durch das wirksam gebliebene Pepsin (daß diese Theorie wenig 
Wahrscheinlichkeit für sich hat, da Pepsin nur bei saurer Reaktion 
wirksam ist, liegt auf der Hand). 

In den ersten Versuchen spritzte ich Kaninchen oder Meer- 
schweinchen pro Kilogramm 0,1 oder 0,05 g des oben erwähnten Pepsin 
Witte, in etwa 5 bis 10 ccm NaCl-Lösung gelöst, innerhalb etwa einer 
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Minute in eine Vene ein und entnahm verschieden lange Zeit nach dem 
Ende der Einspritzung aus der Halsschlagader eine Blutprobe; sie 
wurde sofort durch Schlagen defibriniert und zentrifugiert, das Serum 
wurde in der oben geschilderten Weise mit Salzsäure verdünnt und in 
den Brutschrank gebracht. Gleichzeitig wuraen Proben angesetzt, 
in denen dem vor der Pepsineinspritzung gewonnenen Blutserum 
falende Mengen Pepsin zugesetzt worden waren. Das Ergebnis aller 
Versuche verlief völlig eindeutig: immer, sogar wenn der Aderlaß 
schon eine Minute nach dem Ende der Einspritzung vorgenommen 
wurde, war das Serum pepsinfrei oder doch außerordentlich pepsinarm. 
So fand ich bei einem Kaninchen, daß genau 60 Sekunden nach Ende 
einer Einspritzung von 0,05g pro Kilogramm weniger als Jang der 
eingespritzten Menge im Blute (dessen Menge zu !/,, des Körpergewichts 
angenommen wurde) enthalten war; in einigen weiteren Versuchen 
mit 0,1g pro Kilogramm betrug die entsprechende Menge gegen 1/1390 
(Leen und 1/2300 der eingespritzten Menge. 

Da das in Ringerlösung gebrachte Pepsin bei Zimmertemperatur 
nicht annähernd so rasch an Wirksamkeit verlor, vermutete ich zu- 
nächst, daß es nicht die Reaktion des Blutes sei, die das Pepsin so 
ungemein rasch zerstört. Ich hielt es für möglich, daß die Substanz 
bei dem Durchtritt durch die Kapillaren an die Gewebe abgegeben 
würde und in diesen in wirksamer Form zurückgehalten würde. Aber 
es gelang mir nicht, in den Geweben von Tieren, die wenige Minuten 
nach der Pepsineinspritzung entblutet wurden, Pepsin in wirksamer 
Form nachzuweisen: Verreibungen der verschiedenen Gewebe hatten 
nach dem Zusatz zu angesäuertem Normalserum keine verdauende 
Wirksamkeit. So ging ich daran, den Einfluß des Blutserums auf das 
Pepsin im Reagenzglase zu prüfen. Hierüber liegen Versuche von 
Schnappauff (8) vor, der unter Nasse 1888 die Beobachtung gemacht 
hatte, daß subkutan eingespritztes Pepsin nicht in den Urin übertritt, 
und der Frage nachgegangen war, ob das Blut Pepsin zerstören kann. 
Er fand, daß ein zweistündiger Aufenthalt bei 380 genügt, um dem 
Blute oder Serum zugesetztes sehr wirksames Pepsin zu zerstören. 
Kürzer befristete Versuche liegen meines Wissens nicht vor. 

Eigene Versuche bestätigten die Beobachtungen von Schnappauff 
und zeigten weiter, daß die Pepsinzerstörung bei Körpertemperatur 
im Serum ungemein rasch vor sich geht. Ich führe folgendes Versuchs- 
beispiel an. 

In einige Reagenzgläser füllte ich je 1 ccm Serum und versenkte 
die Gläser in 380 warmes Wasser. Nach Wärmeausgleich wurden je 
0,2ccm einer Pepsinlösung (mit 0,01 mg Pepsin) zugesetzt und nach 
genau 1, 2, 4 und 8 Minuten mit 8ccm n/10 HCl angesäuert. Nach 
Auffüllen auf 10 ccm kamen die Proben für 24 Stunden in den Thermo- 
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staten. Zum Vergleich wurden fallende Mengen von Pepsin zu dem 
gleichen Serum, aber nach dem Säurezusatz, gegeben und im Brut- 
schrank 24 Stunden belassen. Danach in der üblichen Weise Sulfo- 
salicylsäurezugabe. Es zeigte sich, daß nach 8 Minuten langer Ein- 
wirkung von Serum das Pepsin (0,01 mg: 1 ccm) so stark zerstört ist, 
daß die Trübung die gleiche wie bei einer pepsinfreien Serumprobe 
war. Schon eine 1 Minute lange Einwirkung genügt, um über 60 Proz. 
des Pepsins zu zersetzen. 

Hieraus muß geschlossen werden, daß der Nachweis des Pepsins 
im Blutserum der mit Pepsin gespritzten Tiere deshalb nicht gelang, 
weil das Ferment vom Serum so rasch zerstört wird. 

Bei den oben genannten Versuchen, das Pepsin in dem Serum des 
nach der Einspritzung entnommenen Aderlaßblutes auszuwerten, liegt 
eine Fehlerquelle darin, daß die Zersetzung des Pepsins nach der Ent- 
nahme des Blutes aus dem Blutgefäß während des Zentrifugierens 
natürlich weiterläuft. Die Geschwindigkeit der Zersetzung wird zwar, 
da das Zentrifugieren bei Zimmertemperatur vorgenommen wurde; 
eine viel geringere sein als in den obigen Versuchen, die bei Körper- 
temperatur angestellt wurden. Immerhin hielt ich es für wünschens- 
wert, einige weitere Versuche unter Ausschaltung jener Fehlerquelle 
vorzunehmen, um die wahre Geschwindigkeit der Pepsinzerstörung 
im Kreislauf festzustellen. - 

Zu diesem Zwecke wurde das nach der Pepsininjektion entnommene 
Blut so rasch als möglich aus der Schale, in die es aus der Karotis 
einfloß, in die. zehnfache Menge n/10 HCl eingebracht. Da kurze 
Zeit nach der Einspritzung das Blut noch so viel Pepsin enthält, daß 
bei dem späteren Zusatz von Sulfosalicylsäure in der oben geschilderten 
Weise keine Trübung auftritt, wurde eine zweite Probe im Verhältnis 
1: 100 mit HCl verdünnt, nachdem so viel Normalblut zugefügt worden 
war, daß die Gesamtblutkonzentration auch in Probe 2 10 Proz. betrug. 
Gleichzeitig mit diesen Proben kamen Normalblutproben, denen fallende 
Pepsinmengen sowie Salzsäure zugesetzt worden war, in den Brut- 
schrank. Nach 24 Stunden Verdünnung der Proben, Sulfosalicyl- 
säurezusatz und Bestimmung der Trübung. Die Ablesung im Nephelo- 
meter war bei diesen Versuchen etwas weniger genau als bei Ver- 
dauungen von Serum, da die bräunliche Färbung durch das Hämatin 
die Einstellung erschwerte. Doch ist der Fehler nicht so groß, daß 
das Ergebnis prinzipiell unsicher würde. 

Der erste Versuch war ein kurzfristiger. Einem Meerschweinchen 
wurden 0,3 g Pepsin pro Kilogramm im Laufe von 11, Minuten in die 
Jugularvene infundiert. Genau 2 Minuten nach Ende der Injektion 
wurde das aus der Karotis entnommene Blut in die weitere Zersetzung 
des Pepsins verhindernde Salzsäure gebracht (I). Ein zweiter Aderlaß 
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fand später statt, genau 12 Minuten nach Ende der Injektion kam das 
Blut in die Salzsäure (II). 

Blut I 1:10 trübte sich bei dem späteren Sulfosalicylsäurezusatz 
nicht, die Verdünnung 1:100 zeigte die gleiche schwache Trübung 
wie die Pepsin-Normalblutprobe, 0,0008 mg Pepsin auf 0,1 Blut. Dem- 
nach enthielt Blut I im Augenblick des Salzsäurezusatzes 0,008 mg. 
Das Tier besaß pro Kilogramm etwa 77 ccm Blut, also 0,62 mg Pepsin. 
Dies ist nur Ilan der eingespritzten Menge (0,3 g pro Kilogramm), 2 Mi- 
nuten nach Ende der Injektion. Die 12 Minuten nach der Injektion 
in die Salzsäure gegebene Blutprobe enthielt erheblich weniger Pepsin. 
Die Verdünnung 1:100 erwies sich nach dem Sulfosalicylsäurezusatz 
als ebenso trüb wie die Mischung 0,1 Normalblut + 0,0032 mg Pepsin. 
Hieraus ergibt sich, daß 12 Minuten nach dem Ende der Injektion nur 
noch leen der eingesprützien Pepsinmenge im Blute kreisen. 

Zerstört das Blutserum infolge seiner alkalischen Reaktion oder 
sind neben den Reaktionseinflüssen andere Wirkungen für die Labilität 
des Ferments im Blute bestimmend ? Die ersten ausführlicheren Ver- 
suche über den Einfluß von Alkali auf das Pepsin wurden von Lang- 
ley (9) 1881 angestellt, nachdem schon zuvor Kühne kurz darauf auf- 
merksam gemacht hatte, daß Pepsin bei längerer Digestion mit alka- 
lischen Lösungen unwirksam wird. Langley gab das Pepsin in 0,1 bis 
l proz. Sodalösung und beobachtete eine rasche Wirksamkeitsabnahme. 
So war die Pepsinwirkung eines Auszuges aus Katzenmagenschleimhaut 
nach 15 Sekunden langem Verweilen in körperwarmer lproz. Soda- 
lösung auf etwa 31/4, der Anfangswirkung herabgesetzt. Da derartige 
Sodalösungen weit alkalischer als Blut reagieren, stellte ich einige 
Versuche mit Puffergemischen an, deren Reaktion sich im Bereich 
der Blutreaktionen hielten. 

Durch Mischung von n/100 Lösungen des sekundären und des 
primären Natriumphosphats stellte ich Lösungen mit pru 7, 8 und 9 
her (kolorimetrisch nach Michaelis bestimmt). In die drei auf Körper- 
temperatur erwärmten Lösungen wurde je 0,0l mg Pepsin pro Leem 
gegeben und nach 10 Minuten Serum + Salzsäure hinzugefügt. Nach 
24stündigem Aufenthalt im Brutschrank erfolgte bei Zusatz der Sulfo- 
salicylsäure zu der üblichen Verdünnung die gleiche Trübung wie bei 
pepsinfreiem Serum, die erwähnte Pepsinmenge war also selbst bei 
neutraler Reaktion zerstört. 

Die rasche Vernichtung der Pepsinwirksamkeit nach der Ein- 
spritzung in die Blutbahn hat also ihre Ursache in der schwach alka- 
lischen Reaktion des Blutes. Alle Versuche, durch Vermittlung der 
Blutbahn Geweben Pepsin zuzuführen, sind aussichtslos. Wenn trotz 
der Labilität des Ferments im Harn Pepsin nachzuweisen ist, so kann 
dies nur daran liegen, daß das Ferment in einer alkaliresistenten Form, 
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als Pepsinogen, resorbiert wurde, wie auch schon Schnappauff aus 
seinen Versuchen folgerte. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode der nephelometrischen Auswertung von 
Pepsinlösungen angegeben, die auf der Trübung von Serum durch 
Sulfosalicylsäure beruht. 

2. Gereinigtes Pepsin (Pepsin Witte) ist völlig ungiftig bei intra- 
venöser Einspritzung. 

3. Pepsin verschwindet nach intravenöser Einspritzung ungemein 
rasch aus der Blutbahn. 

4. Für die rasche Zerstörung ist in erster Linie die Reaktion des 
Blutes verantwortlich. 


Literatur. 


1) L. Michaelis und M. Rothstein, diese Zeitschr. 105, 60, 1920. — 
2) A. @yemant, ebendaselbst, S. 155. — 3) W. Mendelson, Virchows Arch. 
f. pathol. Anat. 100, 274, 1885. — 4) Bergmann und Angerer, Würzburger 
Gratulationsschrift 1882. — 5) H. Hildebrandt, Virchows Arch. f. pathol. 
Anst. 121, 1, 1890. — 6) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wir 
7) M. Matthes, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 49, 107, 1903. — 8) H. Schnapp- 
out, Beiträge zur Physiologie des Pepsins. Diss. Rostock 1888. — 9) J. N. 
Langley, Journ. of Physiol. 8, Nr. 3, 1881; 7, Nr. 5; 6, 1886. 


Über den Grenzabbau 
der Stärke und ein Komplement der Amylasen. 


[Zweite Mitteilung!).] 


Von 
Hans Pringsheim und Karl Schmalz. 


(Aus dem chemischen Institut der Universität Berlin.) 
(Eingegangen am 9. August 1923.) 


Der Grenzabbau. 

Schon im Jahre 1885 machten Chittenden und Smith?) die Beob- 
achtung, daß die Verzuckerung der Stärke durch Speichelamylase 
nicht glatt zu Ende geht, sondern daß im Verlaufe der Reaktion eine 
Verzögerung aufzutreten scheint; der erreichte Endzustand wird jetzt 
allgemein als Grenzabbau der Stärke bezeichnet und der nicht in Maltose 
umgewandelte Rest der ursprünglichen Stärke Grenzdextrin genannt. 
Zahlreich sind die Angaben in der Literatur, daß diese Reaktions- 
hemmung bei einer 70- bis 78proz. Bildung der theoretischen Maltose- 
ausbeute eintritt, gleichgültig, ob Speichel-, Pankreas- oder Malz- 
amylase als wirksames Agens Anwendung finden. Selbst in die Technik 
ist diese Anschauung übergegangen®). Die neuere Forschung, die sich 
auf Erfahrungen bei geeigneten Aziditätsbedingungen stützt, hat sich 
von dieser Auffassung der Kinetik des amylolytischen Abbaues nicht 
befreien können?) und öfters nach Gründen gesucht, um den „Grenz- 
wert" zu erklären. Einigkeit konnte hierbei nicht erzielt werden: 
denn das Enzym wurde beim Grenzabbau noch aktiv, die gebildete 
Maltose nicht ausreichend gefunden, um eine Gleichgewichtshemmung 
als Erklärung anzunehmen. Man glaubte eine solche in einem anderen, 
stärker hemmenden Abbauprodukt der Stärke®) oder in einer Fest- 
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legung der ‚„Diastase‘“‘ durch die Maltose gefunden zu haben!). Die 
Ergebnisse von Maquenne, der eine quantitative Aufspaltung der 
Stärke in Maltose behauptete, wurden durch die Annahme erklärt, 
daß neben der Amylase manchmal Maltase in Malzauszug vorkommt, 
weshalb infolge der Bildung von Glucose Drehungs- und Reduktions- 
werte erhalten wurden, die eine 100proz. Maltosebildung vorgetäuscht 
haben sollen 21. 

Schon in der ersten Mitteilung haben wir darauf hingewiesen, 
daß wir mehrmals eine nicht unbeträchtliche Überschreitung der 
78proz. Maltosebildung durch Malzamylase beobachten konnten. Wir 
hielten das anfangs für einen Ausnahmefall und sandten eine Probe 
eines solchen Malzauszuges an Herrn Prof. v. Euler in Stockholm, der 
auf Grund von im experimentellen Teil angegebenen Versuchen in 
einem uns zur Veröffentlichung freigegebenen Schreiben vom 1. Juni 
bestätigte, daß die Stärkespaltung bis zu 91,5 Proz. Maltose, also 
ungewöhnlich weit gegangen war. Wir haben uns davon überzeugt, 
daß dieser Malzauszug ebenso wie alle von uns verwandten keine 
Maltase enthielt?). Allmählich sind wir jedoch zu der Überzeugung 
gelangt, daß die Spaltung der Stärke über den Grenzabbau hinaus, 
wenn auch nicht ohne eine merkliche Hemmung, so doch eine regel- 
mäßige Erscheinung ist, die, wie wir zeigen werden, nicht nur bei der 
Malz-, sondern auch bei Speichel- und Pankreasamylase unter einer 
Kombination günstiger Umstände — ohne den Zusatz eines Kom- 
plementes — zu einer quantitativen Maltosebildung führen kann. 
Fassen wir die Gründe zusammen, welche dahin wirken, daß 
die Stärkespaltung jenseits des Grenzwertes mit außerordentlich ver- 
minderter Geschwindigkeit verläuft, so sind sie durch drei Umstände 
bedingt: durch die Menge des angewandten Ferments, durch sein 
Alter und durch die Reaktionstemperatur. Bei geringer Ferment- 
menge oder bei einem durch Altern geschwächten Ferment verlangsamt 
sich die Spaltung des Grenzdextrins in normaler Proportion zur 
Verlangsamung des ersten Teiles der Abbaureaktion. Bezüglich des 
Temperatureinflusses, der dahin wirkt, daß bei höherer Temperatur 
schwerer Annäherung an die quantitative Maltosebildung zu erreichen 
ist, sind unsere Versuche vielleicht noch nicht zahlreich genug; doch 
hat Effront*) die vorstehende Anschauung vertreten. 

Uns ist es jedenfalls selten gelungen, die Verzuckerung der Stärke 
bei 78 Proz. anzuhalten. Trat eine starke Hemmung durch Anwendung 
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Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 1923, im Druck. 
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sehr verminderter Fermentmengen zu einem gewissen Zeitpunkt ein, 
so ließ sich der Weitergang der Reaktion durch Zusatz größerer Amylase- 
mengen sofort und bis zur quantitativen Verzuckerung in Gang setzen. 


Die Wirkung des Komplementes. 


Die Wirkung des in der Hefe enthaltenen Komplementes ist, wie 
im folgenden gezeigt wird, auf den jenseits des Grenzabbaues liegenden 
Teil der Stärkeverzuckerung beschränkt. Jedenfalls konnten wir durch 
mit Toluol abgetötete Hefe keine oder eine nur sehr geringe Beschleu- 
nigung der Verzuckerung unterhalb der 70proz. Spaltung beobachten. 
Auch eine Beschleunigung des Verschwindens der Jodreaktion, also 
eines Indikators für die Stärkeverflüssigung, konnten wir hier im Gegen- 
satz zu A. Deutschland!) nicht beobachten. 

Durch die Beschränkung auf die Spaltung des Grenzdextrins 
unterscheidet sich unser Ferment von anderen Aktivatoren, z. B. ge- 
wissen Elektrolyten?), wie primäres Kaliumphosphat, oder gewissen 
Aminosäuren®). Diese Unterscheidung tritt noch deutlicher durch den 
Umstand zutage, daß die Wirkung des Komplementes durch Kochen 
vernichtet wird. 

Besonders bemerkenswert war das Verhalten des Komplementes 
gegenüber einem stark gealterten Malzauszug, dessen Stärkespaltungs- 
vermögen bei 57proz. Maltosebildung angehalten hatte; durch den 
Zusatz getöteter Hefe gelang es, die gealterte Amylase bis zu 90 proz. 
Stärkespaltung zu beleben. Doch ist der Einfluß des Alterns auf ver- 
schiedene Malzauszüge verschieden. 

Noch ausgesprochener als bei der Malzamylase ist der Einfluß 
des Komplementes auf die Speichel- und besonders auf die Pankreas- 
amylase. 


Die Kristallisation der Maltose. 


Über die unmittelbare Kristallisationsfähigkeit eines aus der 
diastatischen Stärkespaltung hervorgehenden Maltosesirups ist verschie- 
dentlich gestritten worden; während Falch*) gelegentlich ein positives 
Ergebnis erhalten hat, sind L. de Hoop und M. J. van Tussenbroek”) 
weniger glücklich gewesen, weshalb sie den Einfluß verschiedener Stoffe 
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auf die Kristallisierbarkeit der Maltose untersucht haben. Uns 
gelang es, Stärkehydrolysate, die nach der Titration eine 96proz. 
Maltosebildung anzeigten, direkt zur Kristallisation zu bringen. Die 
Versuche, ob dies regelmäßig gelingt und technisch verwertbar ist, 
werden fortgesetzt. 


Die Arbeit wurde mit Unterstützung der ‚Rockefeller Foundation“ 
ausgeführt, wofür wir unseren besten Dank aussprechen. 


Versuche und Beilagen. 


Als Substrat benutzten wir Lintnerstärke von Kahlbaum unter Be- 
rücksichtigung ihres Wassergehaltes.. Das Hefekomplement wurde durch 
Verreiben von Be Hefe mit Toluol und Auffüllen auf 100 ccm gewonnen. 
Die Reduktionsbestimmungen wurden nach der Methode von Bertrand 
ausgeführt, die nach der neuesten Untersuchung von K.Josephson!) bei 
Stärkehydrolysen zuverlässig ist. Die Reduktionskraft des Grenzdextrins 
ist nach der ersten Mitteilung so gering, daß dadurch bei der Maltose- 
berechnung nur ganz geringe Fehler entstanden sein können. 

Die Malzauszüge wurden wie früher hergestellt; teilweise sind sie nicht 
dialysiert worden, besonders wenn das während der Dialyse eintretende 
Altern vermieden werden sollte. Die Malzauszüge I, II, III und IV ent- 
stammen verschiedenen, von der hiesigen Versuchs- und Lehrbrauerei 
bezogenen Darrmalzproben. Da in diesen Fällen keine Garantie für einen 
verschiedenen Ursprung des Malzes zu erhalten war, beschafften wir uns 
ein Darrmalz von den Byk-Guldenwerken A.-G., welches diese Firma aus 
selbstgemälzter Gerste durch besonders vorsichtiges Trocknen hergestellt 
hatte, und das sehr wirksam war. 


A. Endverzuckerung durch Amylase verschiedenen Ursprungs. 


0,1g lösliche Stärke (16,4 Proz. H,O), 0,1g Kartoffelstärke (13,1 Proz. 
H,O), Temperatur = 37°, Zeit = 48 Stunden. 
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B. Verlauf der Verzuckerung ohne Komplement, | 
ausgeführt von Herrn Lie, K. Josephson in Stockholm auf Veranlassung 
von Herrn Prof. v. Euler. Malzauszug I, Alter 28 Tage, ausdialvsiert, 
2 cem = 33,3 mg Cu, Temperatur = 37°. Reaktionsmischung: 40 ccm 
2proz. Lintnerstärkelösung, 10 ccm proz. Phosphatlösung (Pa = 5,3), 

28ccm H,O, 2 cem Malzauszug. 




















Zät | K Mn O; 0,158 n. i K Mn O; korr. | Cu korr. | Maltose korr. Maltose!) 
ccm | ccm mg | mg Proz. 
op 07 KEN 3 = a 
10 » 66 6,2 | 623 56,8 54 
20 | 7,3 6,9 69,3 63,4 | 60 
60 8.2 7,8 383 ' 7T 68 
130 8,35 Ä 7,95 79,9 73,2 69,3 
240 | 87 8,36 83,8 76,8 72,7 
400 9,1 87 87,4 80,2 75,9: 
1320 2 x (4,62) | = SS 80,6 | 76,3 


Die Zahlen und besonders eine graphische Zusammenstellung derselben 
zeigen, daß die Bildung reduzierender Zucker weiter geht, als gewöhnlich. 


2. Versuchsreihe mit doppelter Enzymmenge. 








_Maltose korr. Maltose!) 




















Zeit Ä See Proz. k = 1% (a = 105,6) 
l | 

a 46,5 44 840 
15 | 670 63,4 291 
65 © 74,6 70,6 82 
160 | 81,1 76,8 40 
370 86,2 81,6 20 
1440 | 912 86,4 6 


Die Bildung reduzierender Zucker geht also hier noch weiter. 


C. Verlauf der Verzuckerung ohne und mit Komplement. 

(Vorversuche). 

Malzauzug Byk, Alter 4 Tage, nicht dialysiert, I ccm = 133,6 mg Cu korr.*, 
Temperatur = 37°. In einem Vorversuche wurde gezeigt, daß dieser 
Malzauszug direkt nach der Herstellung in 48 Stunden ohne Komplement 
95,7 Proz. Maltose. bildete. — Lösung M: 40ccm 2proz. Stärkelösung, 
10 ccm Py = 5,3, 29,2ccm H,O, 0,8ccm Malzauszug. Lösung M + H: 
40 ccm 2proz. Stärkelösung, 10 ccm De = 5,3, 28,4ccm H,O, 0,8ccm 

Malzauszug, 0,8 ccm Hefekomplement. 




















mg Cu korr.’ | Proz. Maltose 

Zeit p ERS IE ARTE 
M | M+H M | M+H 
0,5' | 17,8 17,8 ! 12 | 152 
35 73.1 73.1 634 634 
60 | 820 85,5 71 743 
120 | 82 855 | 7l | 743 

240 ` 90,2 922 | 786 80 

360 985 | 998 | 85,7 87,1 
24h | 985 | 1011 | 85,7 88,1 





1) Die Aufstellung wurde dem Original wortgetreu entlehnt. Die Prozent- 
berechnung wurde von uns nachgetragen. 
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D. Verlauf der Verzuckerung ohne Komplement, mit Komplement und mit 
gekochtem Komplement (Hauptversuch). 


Malzauszug Byk, Alter 18 Tage, nicht dialysiert, Leem = 178,1mg Cu 

korr.*, Temperatur = 37°), Lösung M: 100 ccm 2proz. Stärkelösung, 

25cem Pa = 5,3, 73cem H,O, 2ccem Malzauszug. Lösung M + H: 

100 cem 2proz. Stärkelösung, 25 ccm Dn = 5,3, 71 cem H,O, 2 cem Malz- 

auszug, 2ccem Hefekomplement. Lösung M + Hgek.: 100 ccm 2proz. 

Stärkelösung, 25 ccm Du = 5,3, Tlcem H,O, 2ccm Malzauszug, 2cem 
gekochtes Hefekomplement. 


























Jodreaktion | mg Cu kon N Proz. Maltose | x = It (a = = = 105 ‚6) 

| A | A S u Er 

zr | Š | Zeit T | d T se E 

M F = | el ah ee 
ZE ) | BE: S |: le = 
blau | blau blau A 34.8 34,8 34,8 29,8 29,8 29, 8 1538 1538 1538 
blaßrosa blaßrosa blaßrosa| 10 64,9 68,1 64,955,9 58,7 55,9, 356 | 384 | 356 

farblos | farblos | farblos | 30 || 77,6 77,6| 77,6 67,3) 67,2 67,2) 161,5) 161,5) 161,5 



































— | — | — || 60 | 78,9 80,1) 78,968,2| 69,6168,2) 85 | 86,2) 85 
— — -| — || 120 || 87,1) 87,1| 87,175,8| 75,8175,8| 51,3| 51,3| 51,3 
— | — | — || 240 | 92,2| 92,2] 92,280 29,1| 29,1| 29,1 
— | — | — || 480 || 94,8) 94,8) 94,8182,4 824824 15,7 15,7| 15,7 

— — | 24h /100,9/103,0100,9/88,1| 90 |88,1| 64 69 6,4 
d h | e 48 (10301056103090 | 91,990 | 35 38 35 

— | — || 72 (10301056103090 | 91.90 | 23 25 23 
— | — | — | es |hos,1l108,1l108,1194,7 ee 29 3235 28 
— | — | — |8Tage|111,9/114,5111,998 |100,4|98 15 18 Lë 


E. Verlauf der Verzuckerung mit auf ein Viertel verminderter Fermentmenge 
ohne und mit Komplement. 


Malzauszug Byk, Alter 6 Tage, nicht dialysiert, Leem = 133,6 mg Cu 

korr.* Temperatur = 37°. Lösung M: 50 ccm 2proz. Stärkelösung, 10 com 

Dn = 5,3, 39,75 ccm H,O, 0,25cem Malzauszug. Lösung M + H: 50 ccm 

2proz. Stärkelösung, l1Ocem pg = 5,3, 38,75cem H,O, 0,25cem Malz- 
auszug, l ccm Zr | 














e mg Cu korr.* ' "Dion. Maltose npa = 10* (a = 105,6) 
1 nun 2 Zeg ER u 

| M | M+H NM Min -— M M+H 
ec we? 8,1 | 7,6 7,6 171,5 171,5 
10 | 16,4 164 | 142 14,2 66,5 66,5 
30 ` 514 51,4 44,5 | 44,5 85,2 85,2 

60 59,7 60,9 51,6 52,6 | 5825 54 
120 ` 80 80 69,1 | 69,1 425 | 425 

240 | 81,3 826 i 706 | 72 22,1 | 23 
360 85,1 85,1 | 739 73,9 16,2 16,2 
24h. 96,6 96,6 84,3 84,3 5,6 5,6 
48 | 99,1 104,3 | 86,2 | 909 | 30 | 3,6 


v 


1) Wir bemerken, daß wir uns in den Fällen der Anwendung redu- 
zierender Malzauszüge durch Kontrollversuche mit Puffer gegen die Fehler- 
quelle einer ansteigenden Reduktion sicherten. 
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F. Verlauf der Verzuckerung mit auf ein Zehntel verminderter Fermentmenge 
ohne und mit Komplement; Einfluß des Zehnfachen der angewandten Ferment- 
menge vom Grenzabbau an. 


Malzauszug Byk, Alter 18 Tage, nicht dialysiert, 1 ccm = 178,1mg Cu 
korr.*, Temperatur = 37%. Lösung M,: 100ccm 2proz. Stärkelösung, 
25 ccm Py = 5,3, 74,8 cem H,O, 0,2cem Malzauszug. Lösung M + H: 
100 ccm 2proz. Stärkelösung, 25cem po = 5,3, 72,8 ccm H,O, 0,2 ccm 
Malzauszug, 2 ccm Hefekomplement. Lösung M,: 100 eem 2proz. Stärke- 
lösung, 25 ccm De = 5,3, 73ccm H,O, 0,2ccm Malzauszug. 





















Maltose | 


P g || Pro 
Jodreaktion Zeit Lon Cu ja IE ETN | (a — 105,6) io oth 'korr.* 
M IM+H I m, J Inn M; ka Mı |M+H M, | 






| 
L 








blau | blau | 4 17,4 14,5 14,5 68, 9 | 68,9 | Zusatz von 1,8ccm Malzauszug 
blau | blau | 30 | 30,1) 32.025,6 27.5 42,7 ka | nach 24 Std. 

rosa rosa | 60 || 44,1 49, 37 0 43,1 134,5 40,8 | 
farblos | farblos || 120 67,0 70,1 157, D 60. ‚631,2 | 























33,7 | | 
— | — |240 | 11,5 82,362 715 17,5 |221 | 
— | — |480 | 84,2| 86,072,9 74,8 11,8 | 12,5 | i 
— | — || 24h || 88,6| 91,276,7 en || 4,4 | 48| 88,6 || 76,7 4,8 
— | — || 48 | 96,4 97,783,8 85,2 | 27 2,9 100,5 | 87,6 | 3,2 
DN E 72 |100,1 103,4 87,1) 90 | 23| 107,5 | 93,8 | 28 
— | — || 96 |101,4.103,987,6| 90 1,8 | 18| 107,5 | 93,8 2,1 
> | 8 Tg. 107,41110,3'93,8| 96,6 | 1,05 13 1107 | 97,1 | 13 
= — |ı6 „| 9104387.11909 — | = | 19 | oe | 08 


(@ bis I) Großversuche bei verschiedenen Temperaturen ohne und mit 
Komplement. 
1500 com der mit M bezeichneten Lösungen enthielten 50 g gelöste Stärke 
und 50 ccm Malzauszug. 1500 ccm der mit M + H bezeichneten Lösungen 
enthielten 50g lösliche Stärke, 50ccm Malzauszug und 50ccm Hefe- 
komplement. 


G. Endverzuckerung bei 18 und 37°. 


Malzauszug Byk, Alter 30 Tage, nicht dialysiert, Leem = 141,6 mg Cu 
korr.*, Temperatur = 18°. 


| mg Cu korr.* er Proz. Maltose 








SSC e Mi d Man 
ag | 1085 | 1054 -= oo 01,8 
48 || 1079 109.8 
% | 1041 | 1041 i o 





Malzauszug III, Alter 8 Tage, ausdialysiert, EN = e mg Cu korr.* 
Temperatur = 37°, 





f mg Cu korr.’ | Proz. Maltose 


Zeit ` a. Ge EE 
Om |mın| m [men 


Ly 
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H. Verlauf der Verzuckerung bei 45 bis 48°. 


Malzauszug Byk, 
Alter 28 Tage, nicht dialysiert, Leem = 138,6 mg Cu korr.* 





mg Cu korr.’ Proz. Maltose k = 10% (a = 105,6) 
Zeit 
M M+H M | M+H M M+H 








FEAT 


I. Verlauj der Verzuckerung bei 58 bis 60°. 


Malzauszug Byk, 
Alter 14 Tage, nicht dialysiert, 1 ccm = 178,1 mg Cu korr.* 


Proz. Maltose | k = 108 (a = 105,6) 


a 
N 


bd < 


< "wë 





EI 
© OO N 00 > 1% 


Q0 
Road 


K. Gealterter dialysierter Malzauszug ohne und mit Komplement. 


Malzauszug II, 
Alter 28 Tage, Leem = 0,5 mg Cu korr.*, Temperatur = 37°. 


mg Cu korr.’ ' Proz. Maltose 
Ge 
Ge M M+H | M M+H 
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L!). Verlauf der Verzuckerung mit Pankreatin ohne und mit Komplement 
bei 37°. 


Zur Herstellung der Fermentlösung wurden 2g Pankreatin 24 Stunden 

mit 100 ccm Wasser und Toluol ausgelaugt und filtriert. Lösung P: 50 eem 

2proz. Stärkelösung, 10 ccm Pg = 5,3, 30cem H,O, 10ccm Ferment. 

Lösung P + H: 50ccm 2proz. Stärkelösung, 10 ccm py = 5,3, 29cem 
H,O, 10ccm Ferment, l cem Hefekomplement. 





| mg Cu Proz. Maltose k = 10% (a = 105,6) 
Zeit d | 
| P P+H P | P+H P P+H 
5 | 833 83,3 723 ` 723 ug | m9 
15 | 859 92.2 a8: $1 ' 399 | 480 
30 | 859 95.4 74.8 83,8 1986 385 
60 . 865 | 1018 753 88,5 wu : 189 
10: 878 110 76.2 96,1 51,8 ' 117,5 
180 2x 54,1 2x 591 947 1042 708 | 1124 
360 2x bl 2x598 %7 105.1 BA — 


MY). Verlauf der Verzuckerung mit Speichel ohne und mit Komplement bei 37°. 


Der Speichel wurde nach den Angaben von Pringsheim und Gorodisky!) 
gesammelt. Lösung S: 50ccm 2proz. Stärkelösung, 10 ccm Py = 5,3, 
35 cem H,O, 5 ccm Speichel. Lösung S + H: 50 ccm 2proz. Stärkelösung, 
10 ccm De = 5,3, 34ccm H,O, 5ccm Speichel, 1 ccm Hefekomplement. 














| ng Cu Proz. Maltose 
iS 8 _Sen]|senn s | S stm) seh 
5 | 76 | 766 706 | 71,2 | 872 | 683 | 61 | ap 
15 : 795 | 80,1 | 706 | 712 | 691 696 | eil 615 
an, — 86,5 | 731 | 760 — 753 ` 634 | 658 
60 8&2 | — | 744 — i — | &4| - 
120 = 90,3 75 76,3 | — ' 786. 649 | 66,3 
180 92,2 | 992 | am" 788 ' s0 ' 862' 649 | 682 
360 94,1 ` 992 | 83,4 1164 819 | 862 724 | 1018 
0, 960 | 1176 | 972 | 117 ; 834 | 1082 ' 843 | 1028 
48 = oo 414; oo I 1008| es 
70 05 12353 — | gä 189: — = 
"See ees DE VC dere — ` — |1028 


1) Diese Versuche wurden von Herrn A. Beiser ausgeführt. 
2) Diese Zeitschr. 140, 175, 1923. 


Die Rolle der Bakterien bei der 
„Milchsäuregärung der Glucose durch Peptone').“ III. 


Von 


Oskar Acklin. 


(Aus dem hygienisch-bakteriologischen Institut der eidgenössischen Tech- 
nischen Hochschule in Zürich.) 


(Eingegangen am 10. August 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der zweiten Mitteilung?) wurde der Nachweis erbracht, daß 
die von Schlatter am System Pepton-Glucose-NaHCO, beobachteten 
und untersuchten Gärerscheinungen ausschließlich auf die Lebens- 
tätigkeit von bestimmten Bakterien, die sich im Pepton vorfinden, 
zurückzuführen sind. Daraus ergibt sich, daß die Bakterien auch 
in quantitativer Hinsicht den Ablauf der Gärungen beherrschen 
müssen, während Schlatter in seiner Arbeit?) zu dem Schluß kam, 
daß gerade die Gesamtheit der von ihm beobachteten quantitativen 
Abhängigkeiten in der Gärung das wichtigste Beweismittel gegen den 
Verdacht einer Bakterienwirkung darstelle. 

In der vorliegenden dritten Mitteilung: ‚Der Gärverlauf bei regu- 
lierten Bakterienverhältnissen‘‘ wird gezeigt werden, daß bei gleich- 
bleibenden, aber für die wirksamen Bakterien möglichst optimalen 
Konzentrationsverhältnissen 4) im Gärsystem der Verlauf der Gärungen 
durch die Anzahl der im Gärsystem vorhandenen Bakterien gesetz- 
mäßig beherrscht wird. 

Es liegen hierfür verschiedene Möglichkeiten vor, von denen 
jedoch nur drei berücksichtigt werden sollen. In erster Linie sei die 
folgende erörtert: 

Ausgehend von der Beobachtung®), daß Peptone, die in Petri- 
schalen aufbewahrt worden sind, ihre frühere Gärfähigkeit ganz oder 
teilweise eingebüßt haben, was sich in einer entsprechenden Veränderung 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 362, 1922. 

2) Ebendaselbst 141, 70, 1923. 

3) Schlatter, ebendaselbst 181. 379/80, 1922. 

4) Derselbe, ebendaselbst, S. 367. 

5) Mitteilung I und II, ebendaselbst 189, 461 u. 141, 70, 1923. 
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der Peptonbakterienflora äußert, wurde folgende Frage diskutierbar. 
Wenn die Zahl der Bakterien in den Gärsystemen der betreffenden 
Peptone für den Gäreffekt im allgemeinen, und speziell für den zeit- 
lichen Verlauf der Gärungen von ausschlaggebender Bedeutung ist, 
dann muß es möglich sein, den Peptonen aus den Petrischalen ihre 
ursprüngliche Gärfähigkeit wieder zu vermitteln!) dadurch, daß die 
in den Peptonen vorhandenen Bakterien zur Vermehrung gebracht 
werden. Dies wurde vermittelst vorgängiger Bebrütung der Peptone 
versucht und führte zu dem gewünschten Erfolg. Wir kommen damit zu 


A. Der Gärverlauf bei natürlicher Regulierung der Bakterien. 


Vorerst sei ein Vorversuch mitgeteilt, der über die vorteilhafteste 
Bebrütungszeit der Peptone Aufschluß geben soll, d. h. der dasjenige 
Pepton liefert, das den nach Schlatter günstigsten Gärverlauf?) garantiert, 
wobei es hier darauf ankam, neben einer kurzen Inkubationszeit und 
ebensolchen Gärdauer einen konstant reproduzierbaren Verlauf der 
Gärungen zu erhalten. 

Denn sofern die aus den bisherigen Untersuchungen resultierenden 
Anschauungen über die Ursachen der Gärerscheinungen im Schlatter- 
schen System richtig sind, so mußte ein bis zu einem bestimmten Punkt 
dosierter Bakteriengehalt die betreffenden Peptone und somit deren 
Gärsysteme nicht nur zur Auslösung entsprechend verschiedener Gär- 
effekte veranlassen, sondern mit dieser Dosierung verfügt ein solches 
System in sich über eine gleichmäßig wiederherstellbare Gärfähigkeit, 
eine Forderung, der auch Schlatter besondere Bedeutung beigemessen 
hat, ohne daß es ihm gelungen sein dürfte, sie befriedigend zu erfüllen. 

Es wurden folgende Gärversuche mit dem Pepton sicc. cum sale 
„Siegfried‘‘-Original und dem Pepton sicc. „Witte‘“-Original aus- 
geführt. 

Wie früher?) beschrieben, wurden mit den Peptonen Io und Vo asep- 
tische Gärlösungen zu 10 ccm mit je 1 Proz. Glucose-Pepton-NaHC0, 
hergestellt und in Saccharimetern bei 37° bebrütet, wozu die erwähnten, 
vorher bei 37° verschieden lang vorbebrüteten Peptonlösungen verwendet 
wurden. 

Die in der folgenden Tabelle angeführte Rubrik: Bebrütungszeit 
des Peptons in Stunden, enthält die Zeit in Stunden, welche die betreffende 
2proz. Peptonlösung vor ihrer Verwendung zum Gärversuch im Brutschrank 
bei 37° gestanden hat. Für das Pepton Io wurde außerdem kontrollweise 
in der entsprechenden Peptonlösung sofort, nach 14 und nach 30 Stunden 


Bebrütung der Bakteriengehalt festgestellt, und die Resultate wurden in 
die Tabelle aufgenommen. 


!) Sofern die hierzu nötigen Bakterien noch vorhanden sind. 
2) Als autokatalytischer Vorgang. 
*) II. Mitteilung, diese Zeitschr. 141, 70, 1923. 
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F SH 
Seed "EE ` Aë TAS TAS, 
l. Pepton sicc. cum sale „Siegfried“-Original. 
TEE Du Sue 
60 000 14 b) 8 13 
= 20 b) 6 12 
- | «a 3i] E |] 
400 000 30 D: 29 2 
2. Pepton .sicc. „Witte“- Original. 
Se | 0 a) 31 46 2 
| b) 37 48 2 
- x Bj # | 
= 20 b) 8 e i 
- pa~ |E] R |] 
- p difil] 


Zur weiteren Charakterisierung des Gärverlaufs sei noch bemerkt, daß 
beim Pepton Vo in allen Versuchen die bereits?) beschriebene Nachgärung 
beobachtet werden konnte. Ferner konnte ebenfalls, übereinstimmend 
mit früheren Angaben?) in bezug auf den äußeren Gärverlauf, festgestellt 
werden, daß bei den verschiedenen Gärsystemen nach Ablauf ihrer In- 
kubationszeiten die Gärlösungen sich zu trüben beginnen oder die schon 
vorhandene Trübung der Ausgangsgärlösungen sich verstärkt. Die Gärung 
läuft unter der besonders für das Pepton I charakteristischen Flocken- 
bildung ab. Im übrigen stimmt auch hier das Aussehen der Gärlösungen 
während des Gärverlaufs mit dem Wachstum der in Traubenzuckerbouillon 
überimpften Flocken aus den Gärversuchen überein. Es wurde bei diesen 
Versuchen auch kontrollweise festgestellt, daß die charakteristischen 
Bakterien ausnahmslos vorhanden sind. 


1) Verlauf der Gärung. Die Zahlen bedeuten: 

1 = anfänglich nur Spuren von Gas, dann in relativ kleinen Zeit- 
intervallen Bildung von großen Volumina, worauf die Gärung 
meist unvermittelt abbricht. 

2 = Verlauf wie bei 1, wobei aber das Ausmaß der in der Zeiteinheit. 
gebildeten Gasvolumina immer kleiner ausfällt als bei 1 und die 
abklingenden Phasen der Gärung immer kleinere Gasvolumina 
liefern. 

3 = Verlauf wie bei 2, wobei die entsprechenden Gasvolumina noch 
kleiner sind als dort und es nur zu einer ganz geringen Gas- 
bildung kommt. 

2) I. Mitteilung, diese Zeitschr. 189, 458, 1923. 

I. Mitteilung, ebendaselbst, S. 457. 
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Die Resultate des soeben mitgeteilten Versuches dürften nun für die 
beiden Peptonsysteme ergeben, daß deren Gäreffekt eine direkte Funktion 
des Bakteriengehaltes ihrer Peptone darstellt, denn der Beginn, die Dauer 
und der Verlauf der beobachteten Gärungen lassen sich in weitestgehen- 
dem Maße durch vorausgehende, verschieden lange Bebrütung desselben 
Peptons innerhalb von bestimmten Grenzen direkt beeinflussen. Daß diese 
Beeinflussung vorwiegend eine solche des Bakteriengehaltes ist, dürften 
die Natur des angestellten Versuches sowie die dabei festgestellte Ver- 
änderung des Bakteriengehaltes im verwendeten Pepton I dartun. 

Die Versuchsresultate beantworten aber ebenso sicher die eingangs 
gestellte Frage, nämlich welcher Bakteriengehalt bzw. welche Bebrütungs- 
zeit für ein Pepton nötig ist, damit die Eigenschaften seines Gärverlaufes 
am ehesten mit solchen einer autokatalytischen Gärung übereinstimmen. 

Auch die andere eingangs gestellte Frage nach der vorteilhaftesten 
Bebrütungszeit zur Erzielung eines Gärsystems mit konstant repro- 
duzierbarem Gärverlauf dürfte abgeklärt werden, indem wir zur Be- 
wertung der einzelnen Phasen des Versuches übergehen. 


1. Pepton sicc. cum sale ‚Siegfried‘ -Original. 

Die erste Phase (0 Stunden) des Systems, worin zu Beginn der Be- 
brütung etwa fünfmal zwei Bakterien vorhanden sind, braucht einmal 
21 Stunden, bis sich dieBakterien so weit vermehrt haben, daß sie in 19 Stun - 
den etwa (lg Glucose in Säure zerlegt haben. Der Gärverlauf dürfte 
diese langsame Vermehrung deutlich zum Ausdruck bringen durch die 
relativ kleinen Gasvolumina, die er zeitigt. Es mußte vorerst eine An- 
reicherung der Bakterien im Gärsystem selbst erfolgen, bevor dieselben in 
der Lage waren, die zur Störung des Gleichgewichtes nötige Säure-(?,,)- 
Konzentration zu bilden. Daß demgemäß diese Phase kein konstant repro- 
duzierbares Gärsystem liefern konnte, dürfte begreiflich erscheinen, indem 
der niedrige anfängliche Bakteriengehalt die allergrößten Schwankungen 
erzeugt, was die beiden Parallelversuche deutlich erkennen lassen. Diese 
Schwankungen lassen das System nach einer 46stündigen Inkubationszeit 
und einer 39 Stunden dauernden Gärung nahezu intakt, indem nur ganz 
wenig CO, gebildet wird. 

In der zweiten Phase des Systems (14 Stunden) tritt schon nach 7- bis 
8stündiger Inkubation Gärung auf, welche 12 bis 13 Stunden dauert. 
Als Ursache dieser sprungartigen Veränderungen gegenüber der Phase von 
0 Stunden muß das primär stark mit Bakterien angereicherte Pepton bzw. 
die verwendete Lösung angesprochen werden. Denn bereits zu Beginn der 
Gärung sind etwa fünfmal 60000 Bakterien im Gärsystem vorhanden. 
Diese zeitigen nach entsprechend kurzer Inkubationszeit infolge der sich 
nun rasch stark vergrößernden Bakterienzahl eine relativ kurze Gärdauer. 
Anfänglich wird nur wenig Gas gebildet, bald aber verstärkt sich die Gas- 
produktion, und in kurzen Intervallen wird ein Maximum an CO, produziert. 
Von hier ab beginnt die Gärung, rasch und unvermittelt abzubrechen. 

Ähnlich gestaltet sich der Gärverlauf in der dritten und vierten Phase 
(20- und 24stündige Bebrütung des Peptons) Die Inkubationszeit ist 
noch kürzer geworden (nur noch 4 bis 5 Stunden), während die Dauer der 
Gärung ungefähr dieselbe bleibt oder teilweise sogar etwas verlängert 
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erscheint. Der Gärverlauf selbst ist ähnlich dem der zweiten Phase — 
rasche Bildung eines Gasmaximums und hernach unvermittelter Abbruch 
der Gärung. — Endlich zeitigt die fünfte Bebrütungsphase (30 Stunden) ein 
Gärsystem mit einem anfänglichen Gehalt von fünfmal 400000 Bakterien. 
Die Inkubationszeit dieses Systems beträgt nur noch 4 Stunden, während 
die Dauer der Gärung sich auf 29 Stunden ausdehnt. Der nähere Verlauf der 
Gärung ist dementsprechend auch ein etwas gehemmter, d. h. es werden ähnlich 
der ersten Bebrütungssphase in der Zeit relativ geringe Gasvolumina gebildet. 


2. Pepton sice. „Witte“ -Original. 

Im wesentlichen dürften hier dieselben Verhältnisse vorliegen, wie solche 
soeben konstatiert worden sind, und der Versuch in globo dürfte für die 
beiden Peptone — und wohl auch allgemein — ergeben haben, daß zwischen 
der zweiten und der vierten Phase, d.h. bei einer 14- bis 24stündigen Vor- 
bebrütung der 2proz. Peptonlösungen deren Gärsysteme Pepton-Glucose- 
Na HCO, den eingangs an sie gestellten Anforderungen entsprechen dürften. 

Es mag hier noch festgestellt werden, daß der unausgeglichene Gäreffekt 
der ersten Phase durch ein Minus, durch eine zu geringe, stark variierende 
Anzahl von spezifisch wirksamen Bakterien bedingt sein muß, während 
in der letzten Phase (30 Stunden) zufolge der zweifellos stark verschlechterten 
Lebensbedingungen (Nährstoffmangel u. a.) eine merklich ungünstige 
Beeinflussung der Gärkraft zu beobachten ist. 

Es erschien nunmehr wesentlich, zu zeigen, daß der Effekt der ver- 
schiedenen Gärsysteme und deren quantitative Veränderung von der Anzahl 
der in den Systemen vorhandenen vermehrungsfähigen Bakterien abhängig 
und daß es möglich ist, diese Veränderungen durch natürliche Vermehrung 
der Peptonbakterien zu beeinflussen. Dies mögen die beiden folgenden 
Versuchsreihen nachweisen. 

I. Mit den verschiedenen ‘Peptonen, vorwiegend aus den Petrischalen 
stammend, wurden für jedes Pepton je zwei Saccharimeter mit einer Gär- 
lösung bestehend aus je 1 Proz. Pepton-Glucose-NaHCO, gefüllt, bei 37° 
bebrütet und die Gasproduktion nach 14, 20, 38, 60 und 100 Stunden in 
Teilen des möglichen Volumens festgestellt. 

II. Mit denselben Peptonen wie unter I, nachdem sie 15 bis 20 Stunden 
bei 37° vorbebrütet worden waren, wurde in gleicher Weise die Gasproduktion 
dieser Systeme von je 1 Proz. Pepton-Glucose-NaHCO, nach 14, 20, 38, 
60 und 100 Stunden quantitativ festgestellt. 

In der folgenden Tabelle ist der Verlauf der Gärungen in den beiden 
Versuchen qualitativ aufgezeichnet. 





















































Versuch I. Nach Stunden. Versuch II. 
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+ = Gärung. — = keine Gärung. X = Abbruch der Gärung. 
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Bereits obige qualitative Daten zeigen deutlich die Verschiebungen, 
welche die verschiedenen Gärsysteme in ihrer Gärfähigkeit durch die 
Veränderung des Bakteriengehaltes erleiden. Über das Ausmaß dieser 
Verschiebungen werden wir aber erst durch die nachfolgenden quanti- 
tativen Angaben aufgeklärt. 


I. Unbebrütetss Pepton. II. Bebrütetes Pepton. 





























‚10 | 10, 10 
: = Spuren von Gas. 

Die gefundenen Zahlen sprechen für sich. Es dürfte nunmehr 
endgültig nachgewiesen sein, daß der quantitative Ablauf (Inkubations- 
zeit, Gärdauer und die in der Zeiteinheit gebildeten Gasmengen) in 
gesetzmäßiger Weise von der in diesen Systemen vorhandenen Bakterien- 
zahl bestimmt wird. 
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Der Einwand, als ob Veränderungen in der inneren Struktur des 
Gärsystems Glucose-Pepton-NaHCO, die gefundenen Versuchsergeb- 
nisse beeinflußt haben könnten, dürfte dahinfallen, auch wenn die 
Veränderungen, welche durch das Bakterienwachstum in den Pepton- 
lösungen bedingt sind, nicht außer acht gelassen werden. Es konnte 
daher als einzig variierender Faktor nur der verschiedene Bakterien- 
gehalt in Frage stehen. Diese Feststellung dürfte eindeutig belegt sein 
einerseits durch die erfolgte Wiederherstellung der Gärfähigkeit bei 
den Peptonen I, IV und VII und der dauernden Wirkungslosigkeit 
der Peptone VI und VIII, andererseits durch die gesetzmäßige Steigerung 
der teilweise verminderten, teilweise sogar ganz verloren gegangenen 
Gärfähigkeit des Peptons sicc. cum sale „Siegfried“. 

Trotzdem lassen die bisherigen Versuche die Reproduktion eines 
absolut konstanten Gäreffektes vermissen, indem z. B. die Versuche 
der letzten Reihe den früher beobachteten Gäreffekt bei den betreffenden 
Versuchen mit einer Inkubationszeit von 7 und weniger Stunden nirgends 
mehr auszuweisen haben. Um derartige Versuchsbedingungen zu 
schaffen, müssen die absoluten Zahlen der wirksamen Bakterien be- 
stimmt werden. Diese Zahlen werden zweckmäßig in den Beimpfungs- 
versuchen ermittelt, d. h. es wird versucht, in einem sterilen Glucose- 
Pepton-NaHCO,-System durch Übertragen bekannter und abgestufter 
Bakterienmengen — z. B. aus dem Pepton Io — den gewünschten 
Gäreffekt zu erzielen. 

Damit würde dann auch erst vom bakteriologischen Standpunkt 
aus der endgültige Beweis für den bakteriellen Charakter der Gärungen 
erbracht sein, und wir kommen damit zu = 


B. Der Gärverlauf bei künstlicher Regulierung der Bakterienverhältnisse. 

Die Versuche, wie sie oben angedeutet sind, wurden wie folgt ausgeführt: 
Eine 5proz., aseptisch hergestellte wässerige Lösung des Peptons Io, wurde 
während 15 Stunden bei 37° bebrütet und hierauf zur gleichmäßigen Ver- 
teilung der Bakterien unter Wahrung der Asepsis durch Watte filtriert. 
In dieser Aufschwemmung wurde der Bakteriengehalt mit Hilfe des Platten- 
verfahrens auf Traubenzuckeragar bestimmt, und es wurde gefunden, daß 
er 2500000 pro Kubikzentimeter betrug, worunter 400 Bazillen waren. 

Nunmehr wurden die sterilen Gärsysteme zu je 1 Proz. Pepton-Glucose- 
Na HCO, wie folgt hergestellt: Die 2proz. Lösungen der Peptone I, IV, 
V, VI, VII und VIII wurden während 10 Minuten bei 108° im Autoklav 
gehalten!). Von diesen Lösungen wurde je 1 ccm in 5 ccm Traubenzucker- 
bouillon bei 37° während dreimal 24 Stunden auf Sterilität geprüft. Die 
Peptonlösungen erwiesen sich alle als steril. Diese sterilen Lösungen wurden 
mit den unten angegebenen Bakterienmengen in der gleichen Weise beimpft, 
so daß nach Herstellung der lproz. Pepton-Glucose-NaHCO,-Systeme in 


1) Zweifellos mußte eine derartige Behandlungweise die verschiedenen 
Peptone ganz verschieden beeinflussen. Welcher Art diese Beeinflussung und 
welches ihre Bedeutung für den Ablauf der Gärungen ist, wurde für sich 
untersucht, und es wird in einer späteren Mitteilung darüber berichtet werden. 
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den Saccharimetern A 10 ccm Gärflüssigkeit die entsprechende Anzahl 
lebender Bakterien enthalten war. Die Bebrütung erfolgte bei 37°, wobei 
die folgenden, in Teilen des möglichen Gasvolumens ausgedrückten Resultate 
ermittelt worden sind. 


Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO, 
1. Pepton sice. cum sale ‚‚Siegfried‘“. 





Zeit | en Bakterien pro 10 ccm Gärflüssigkeit 


Stunden‘ 25000 | 125000 | 1250 000 2 500 000 | 5.000 000 7 250.000 
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Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. 
2. Pepton sicc. e carne. 3. Pepton sicc. „Witte“. 


Zeit Bakterien pro 10 ccm Gärflüssigkeit E 


Stunden 25000 | 1250000 | 7250000 | 25000 | 1250000 | 7250000 




















: = Beginn der Gärung. 
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Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile C O, 
4. Pepton sicc. „Merck“. 5. Pepton sice. sine sale. 
` ze Bakterien pro 10 ccm Gärflüssigkeit 








Stunden! 25000 | 1 250000 | 7250000 | 25000 








2011. | 








: = Beginn der Gärung. 





10 
10 


Bakterien bei der ‚„Milchsäuregärung durch Peptone“. III. 127 


Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO.. 
6. Pepton ex albumine. 


Zeit Bakterien pro 10 ccm Gärflüssigkeit Zeit | Bakterien pro 10 ccm Gärflüssigkeit 
Stunden || 25000 | 1250000 | 7250000 | Stunden 25000 | 1250000 | 7250000 
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= Beginn der Gärung. 


Aus den mitgeteilten Versuchen dürften sich folgende Tatsachen 
ergeben: 

l. Der von Schlatter als autokatalytische Reaktion beschriebene 
Gäreffekt kann durch Verimpfen von Bakterien aus Pepton Io in den 
anderen Peptonsystemen vollkommen reproduziert werden. 

2. Die Inkubationszeit, die Dauer und der quantitative Verlauf 
der Gärung werden in allen Peptonsystemen ausnahmslos durch die 
Anzahl der darin vorhandenen lebenden Bakterien bestimmt. 

3. Der Ablauf der Gärungen ist für alle Peptonsysteme insofern 
ein gleichartiger, als bei relativ geringem Bakteriengehalt eine ent- 
sprechend lange Inkubationszeit und ebensolche Gärdauer festzustellen 
ist, während die CO,-Produktion trotzdem selten ihr Maximum er- 
reicht. (Bei den Peptonen V und VI verursachten 25000 Bakterien 
pro 10 cem Gärflüssigkeit innerhalb 40 Stunden überhaupt keine Gärung.) 
Bei einem fünfmal größeren Bakteriengehalt ist eine deutliche Ver- 
kürzung der Inkubationszeit und ebenso der Gärdauer zu beobachten, 
während die CO,-Produktion dabei meistens ihr Maximum erreicht. 
Bei einem noch höheren Bakteriengehalt kann eine noch kürzere In- 
kubationszeit und entsprechend kürzere Dauer der Gärung festgestellt 
werden, wobei größtenteils auch die maximale Gasmenge gebildet wird. 
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Die graphischen Darstellungen (Abb. 1) veranschaulichen diese 
Verhältnisse deutlich. Es dürfte unverkennbar sein, daß die ent- 
sprechenden Kurven für den Gärverlauf eines jeden Peptonsystems 
bei niederem Bakteriengehalt mehr oder weniger flach verlaufen und 
in dem Sinne ihre ursprüngliche Richtung nur für kurze Strecken 
beibehalten, als sie gegen das Ende hin bei den verschiedenen Gär- 
systemen mehr oder weniger nach rechts abbiegen. Die Kurven für 
den höheren Bakteriengehalt setzen dann auch steiler an, verlaufen 
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ebenso, und die Abbiegungen nach rechts zeigen ein geringeres Ausmaß. 

Für den noch höheren Bakteriengehalt endlich fallen die entsprechenden 

Kurven noch steiler aus. Sie entspringen häufig anscheinend ganz 

unvermittelt der Abszisse, um fast senkrecht darüber ebenso unver- 

mittelt abzubrechen. 

Es dürfte somit durch diese Eigenschaften des Gärverlaufes fest- 
gestellt sein, daß der von Schlatier beobachtete Gäreffekt in den ver- 
schiedenen Peptonsystemen in seinen Hauptzügen identisch ist und 
in gesetzmäßiger Weise durch die Zahl der wirksamen Bakterien be- 
stimmt wird. 

Andererseits ergibt sich aus dem Verlauf der Kurven (Abb. 1), 
daß die Einzelheiten des Gärverlaufes der verschiedenen Pepton- 
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systeme keineswegs untereinander übereinstimmen. Es liegen hier 
teilweise derartige Verschiedenheiten vor, daß eine Vergleichung der 
Gärwerte der verschiedenen Peptonsysteme als aussichtslos erscheint. 
Um demnach einen Vergleich der Schlatterschen Gärwerte!) mit den 
unserigen vornehmen zu können, wurde der Gärverlauf des Peptons 
sicc. cum sale ‚Siegfried‘ eingehender verfolgt und in der Abb.2 
graphisch dargestellt. Es geht auch aus dieser Darstellung ohne weiteres 
hervor, daß bei Zunahme des Bakteriengehaltes die Inkubationszeit 
und die Gärdauer abgekürzt erscheinen?). Vor allem aber zeigt das 
stetig steilere Ansteigen der verschiedenen Kurven, sowie deren mit 
steigendem Bakteriengehalt immer früherer Beginn, wie die Anzahl 


Pepton sicc. cum sale „Siegfried“. 
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der primär in den Systemen vorhandenen Bakterien auf den Verlauf 
der Gärung einwirkt. Das System mit dem anfänglich geringen Bak- 
teriengehalt muß in einer relativ langen Inkubationszeit die Zahl der 
wirksamen Bakterien so weit erhöhen, daß deren Lebenstätigkeit 
genügend Fermente?) produziert, die einen sichtbaren Gäreffekt aus- 
lösen. Im weiteren Gärverlauf dürfte sich die Fermentproduktion 
in einem bestimmten, direkten Verhältnis mit der Bakterienvermehrung 
vergrößern, um, so langsam ansteigend, teilweise erst nach 40stündiger 
Tätigkeit zum Stillstand zu gelangen, wobei dann der größte Teil 
des möglichen Gases gebildet wird. Die Kurve IV, das Gärsystem 
mit 1250000 Bakterien, zeigt einen Gärverlauf, wie er eben beschrieben 
wurde, nur daß hier die einzelnen Etappen in gedrängter Weise auf- 
einander folgen. Die Kurve III (Gärsystem mit 2500000 Bakterien) 
zeigt bereits in ihrem charakteristisch steilen Verlauf den Typus einer 
Schlatterschen Gärkurve mit 5 Proz. Pepton, während die Kurve II 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 369 (Tabelle V), 1922. 

2) Diese Beobachtung stimmt trotz der gegenteiligen Feststellung 
Schlatters auf Seite 370, Mitte seiner Arbeit, gut mit seinen gefundenen 
Zahlenwerten überein, indem diese in seinen Versuchen mit erhöhten Pepton- 
konzentrationen keine verlängerte, sondern eine verkürzte Gärdauer ergeben. 

3) Worunter auch die sogenannten reinen Stoffwechselerscheinungen 
(echte Gärung) einbezogen werden. 

Biochemischbe Zeitschrift Band 142. 9 
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(das Gärsystem mit 5000000 Bakterien) dem Gärverlauf eines 10proz. 
Peptonsystems am nächsten kommen dürfte. Die Kurve I scheint 
den bisher beobachteten gesetzmäßigen Verlauf zu verlassen, indem 
gie trotz der weiterhin erhöhten Bakterienzahl des entsprechenden 
 Gärsystems wiederum etwas flacher verläuft. Sie deutet ferner eine 
relativ längere Gärdauer und geringere Gasproduktion an. (81, Teile 
des möglichen Volumens.) Allerdings ist hier die kürzeste Inkubations- 
zeit zu beobachten, die je erreicht worden ist (3 Stunden). 


Der ‚‚regellose‘‘ Verlauf der Kurve I dürfte ungeachtet des für 
Bakterienvermehrung charakteristischen Verlaufes der anderen Kurve 
besonders dartun, daß wir es hier mit der Wirkung eines Ferments 
zu tun haben, das an einen lebenden Organismus gebunden ist. Denn 
mit der Bakterienzahl von etwa 7000000 pro 10 ccm Gärflüssigkeit 
dürfte eine derartig große Menge des Ferments in das Gärsystem ge- 
bracht worden sein, daß dessen charakteristische Eigenschaften sofort 
(nach 3 Stunden) zur Auswirkung gelangten. Die Auswirkung der 
nunmehr eintretenden Fermentproduktion mußte äußerst rasch das 
Gärsystem in seinen bisherigen chemisch-physikalischen Eigenschaften 
verändern!), insbesondere, da die Vergrößerung der Fermentmengen 
an eine rapide Vermehrung der Bakterien gebunden war. Es mußten 
die stetig sich verschlechternden Lebens- und Wachstumsbedingungen 
(z. B. pu-Werte) die ungehemmte Vermehrung der Bakterien sukzessive 
einschränken und schließlich sistieren, so daß der Gärverlauf in einer 
„gefälschten Form“ in Erscheinung treten mußte. Diese ‚gefälschte 
Form‘ des Gärverlaufes dürfte denn auch bei einer wirklich zellfreien 
Gärung nicht zu beobachten sein. 


Wir können somit feststellen, daß es uns gelungen ist, im sterilen, 
l proz. Schlatterschen Gärsystem des Pepton sicc. cum sale ‚‚Siegfried‘“ 
vermittelst Verimpfung von 5000000 Bakterien aus dem genannten 
Pepton einen Gärverlauf (Abb. 2, Kurven III und IV) zu erzeugen, 
der dem von Schlatter beobachteten am nächsten kommen dürfte. 


Was nun die Schlatterschen Kurven mit ausgeprägt autokata- 
lytischem Charakter anbetrifft, sind wir der Ansicht, daß Schlatter, 
bei weniger subjektiver Einstellung und bei Berücksichtigung eines 
zahlreicheren Tatsachenmaterials, neben den ‚„autokatalytischen‘ auch 
die Kurven von zellulär-fermentativen Gärungen beobachtet haben würde. 


Es dürfte sich nun noch die Frage nach den Ursachen der früher 
konstatierten Verschiedenheiten im Gärverlauf der untersuchten 
Peptone erheben, um so mehr, als diese Verschiedenheiten, wie eben 


1) Daß die pg-Werte trotz der NaHCO,-Pufferung relativ rasch und 
stark sinken, wird im Verlauf dieser Mitteilung noch gezeigt werden. 
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gezeigt worden ist, die große Linie im Gärverlauf aller Peptonsysteme 
nicht beeinflussen, wohingegen Schlatter ihnen eine ausschlaggebende 
Bedeutung beilegt!). 

Nach den bisher gewonnenen Anschauungen über das Wesen der 
Gärungen und aus den hier vorhandenen Versuchsbedingungen dürften 
für die erwähnten Verschiedenheiten die Eigenschaften der betreffenden 
Peptonsysteme bzw. der Peptone verantwortlich zu machen sein. 


Trotzdem es vom biochemischen Gesichtspunkte aus zweifellos 
interessant gewesen wäre, über die chemischen und chemisch-physi- 
kalischen Eigenschaften der fraglichen Peptone und deren Einfluß 
auf die Lebensäußerungen ihrer Bakterien näher unterrichtet zu sein, 
mußten wir auf eingehendere Untersuchungen hierüber verzichten, 
um so mehr, als die Untersuchungen von Schlatter?) über den Stickstoff 
bzw. den Aminosäuregehalt und den Gehalt der verschiedenen Peptone 
an Phosphorsäure hier sicherlich einigen Aufschluß geben sollten. 


Als Stickstoffquelle für die Bakterien kommen allgemein und vor 
allem die Aminosäuren bzw. deren Verkettungen in Form der Peptide 
in Frage. Es könnte demnach der Gehalt eines Peptons an Polypeptiden 
und an bestimmten höheren Aminosäuren für seine Verschiedenheiten 
im Verhalten seines Gärsystems verantwortlich gemacht werden. 
Vergleichen wir daraufhin den Gärverlauf unserer verschiedenen 
Peptonsysteme (Abb.1) mit den von Schlatter mitgeteilten Werten 
für den Peptidstickstoffgehalt der betreffenden Peptone, so scheinen 
uns leider hier keine verwendbaren direkten Zusammenhänge vorzu- 
liegen. Solche ergeben sich auch nicht aus seiner quantitativen Unter- 
suchung über die „Hydrolyse oder Autolyse‘‘?), wo er feststellt, daB 
während der Gärung, und nur dann, der Aminosäuregehalt eine Ver- 
doppelung oder Verdreifachung erfährt. Wenn Schlatter daraus den 
an sich richtigen Schluß zieht, daB es scheine, als ob dieser Vorgang 
mit der Gärung in einer notwendigen Weise verflochten oder gekoppelt 
sei, so beweist diese Feststellung nichts weiteres als die Wirksamkeit 
eines proteolytischen Ferments und gewährt hier einen Einblick in 
die spezifisch bakterielle Natur des Gärungsvorganges. Schlatter scheint 
solchen eventuellen Beziehungen auch keine besondere Beachtung zu 
schenken), wohingegen er der Phosphorsäure®) hier wesentlich mehr 
Bedeutung beimißt. Daneben berücksichtigt Schlatter auch den Tempe- 
ratureinfluß®), die reinen Aminosäuren und das Natriumbicarbonat 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 375/378, 1922. 

2) Derselbe, ebendaselbst, S. 377 (Tabelle VIII). 

3) Derselbe, ebendaselbst, S. 374/375. 

4) Derselbe, ebendaselbst, S. 380. 

5) Derselbe, ebendaselbst, S. 376/377 (Tabelle VIII). 
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bzw. das Natriumacetat als Puffer!) in ihren möglichen Einflüssen 
auf den Verlauf der Gärung. Es dürfte angebracht sein, den Wirkungs- 
bereich dieser Faktoren etwas näher zu untersuchen. Es soll dies aber 
weniger dazu dienen, die Beweise gegen die Schlaitersche Anschauung 
über die Gärungsursachen noch weiterhin zu vermehren, sondern vor 
allem um darzulegen, wie irreführend Untersuchungen da werden 
können, wo speziell die Wirkungsweise von Bakterien nicht ausge- 
schlossen ist, wenn deren Ergebnisse eklektisch aus einem zusammen- 
hängenden Ursachenkomplex herausgenommen und zur Führung eines 
spezifischen Beweises verwendet werden. 


Wir gelangen damit zur Untersuchung über 


C. Der Gärverlauf bei veränderten Lebensbedingungen der Bakterien. 


Schlatter hat, wie bereits angeführt, die verschiedenen Peptone 
unter anderem auch auf ihren Phosphorsäuregehalt (P,O,) untersucht 
und gefunden, daß seine Peptone ganz verschiedene Mengen davon 
enthielten. Er fand Spuren (Pepton sine sale ‚Merck’‘), 0,07 Proz. 
(Pepton ‚„Witte‘‘), 0,46 Proz. (Pepton ex albumine ‚Merck‘‘), 0,63 Proz. 
(Pepton e carne ‚‚Merck‘“‘) und 1,75 Proz. (Pepton ‚‚Siegfried‘‘). Ferner 
weist er auf die Bedeutung hin, die den Phosphaten bei der Zymase- 
gärung und im Stoffwechsel des Muskels zukommt. Da er gleichzeitig 
eine verschiedene Wirksamkeit der genannten Peptone bei den Gär- 
vorgängen beobachtete, und zwar so, daß das Pepton ‚‚Siegfried“ 
mit dem größten Phosphorsäuregehalt den charakteristischsten und 
ausgiebigsten Gäreffekt zeitigte, während die anderen Peptone mit 
ihrem geringeren Gehalt an Phosphorsäure einen verminderten bis 
keinen Gäreffekt aufwiesen, sah Schlaiter in diesen Verschiedenheiten 
des Phosphorsäuregehaltes eine direkte Ursache für das verschiedene 
Verhalten der Peptone bei den Gärungen. Er kam daher auf Grund 
der zum Teil geringfügigen Differenzen im Phosphorsäuregehalt dazu, 
die Peptone in ‚wirksame‘ und ‚unwirksame“ einzuteilen. Er suchte 
nun auch die ‚unwirksamen‘ Peptone durch Zusatz von abgestuften 
Mengen Dinatriumphosphat!) in die ‚wirksamen‘ überzuführen. Es 
gelang dies aber nicht, und er erklärt das Mißlingen mit dem Hinweis 
darauf, daß beim Pepton ‚Witte‘, welches er hierzu verwendet hat, 
eine Flockung durch das Phosphorsäureion eingetreten, wodurch die 
Gärung verhindert worden sei?). Schlatter glaubt dann noch, eine 
organische Bindung der Phosphorsäure im Pepton als möglich erscheinen 
lassen zu müssen?). 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 375, 1922. 
2) Derselbe, ebendaselbst, S. 378. 
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Die folgenden Versuche mögen an den Systemen der Peptone 
sicc. cum sale „Siegfried‘‘ und ‚Witte‘ die Bedeutung der Phosphor- 
säure für den Gärverlauf abklären. 

Die Gärsysteme stellen aseptisch hergestellte Gärlösungen, enthaltend 
je 1 Proz. Pepton-Glucose-NaHCO, dar und sind & 10 ccm in Saccharimetern 
abgefüllt bei 37° beobachtet worden. Sie enthalten außerdem die ent- 
sprechenden Zusätze von sterilem Di- und Mononatriumphosphat zu gleichen 
Teilen. Die verwendeten 2proz. Peptonlösungen wurden vor ihrer Ver- 
wendung während etwa 15 bis 20 Stunden bei 37° bebrütet. 

Es wurden je zwei Parallelversuchsreihen und entsprechende Kontrollen 
(K) ohne Phosphatzusatz angesetzt. 

Die pu-Werte wurden mit den Indikatoren von Clark und Lubs und 
nach der Indikatorenmethode von Sörensen-Clark bestimmt!?). 


1. Pepton sicc. cum sale ‚‚Siegfried‘‘-Original. 


Gebildetes CO, in Volumteilen 
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1) W. M. Clark, The Determination of Hydrogen Ions. Second Edition, 
Baltimore 1922. 
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1. Pepton sicc. cum sale ,,Siegfried‘‘-Original. (Fortsetzung). 
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2. Pepton ‚Witte‘‘-Original. 
een Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,.) 
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Aus den obigen Versuchen dürfte sich ergeben, daß die Phosphor- 
säure in weiten Grenzen die Gärung nicht verhindert. Im Gegenteil, 
es beweisen die gefundenen Resultate, daß für das phosphatarme 
System, ausgesprochen beim Pepton ,Witte“, ein Phosphorsäure- 
zusatz von 0,01 bis 0,2 Proz. gleichmäßig das Ausmaß des Stoffumsatzes 
in der Gärung in gleichen Zeiten etwa um das Doppelte steigert. Für 
die Hemmungen, welche aber erst bei einer Phosphorsäure von 0,5 Proz. 
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beobachtet werden können, dürfte lediglich die durch den Phosphor- 
säurezusatz veränderte H-Konzentration in Frage kommen. Dies 
dürfte durch die im Gärverlauf des Peptons Io beobachteten pn-Werte 
belegt werden. 

Für das Pepton sicc. cum sale ‚Siegfried‘‘ scheint der Zusatz 
von Phosphaten aktiv (chemisch) keinen wesentlichen Einfluß auf den 
Gärverlauf, d h. auf die Lebensbedingungen seiner wirksamen Bakterien 
zu haben. Die anfänglichen pu-Grenzwerte hingegen scheinen gegen 
die saure Phase hin bei 7,0 bis 6,8 zu liegen, indem beim Ansteigen 
derselben gegen die alkalische Phase eine deutliche Hemmung des 
zeitlichen Umsatzes der Gärung wahrzunehmen ist. 

Im Pepton ‚Witte‘ scheint die Phosphorsäure aktiv im Gärverlauf 
und somit am Stoffwechsel seiner Bakterien beteiligt zu sein. Denn 
bei den zu Beginn gleichen pu-Werten, wie beim Pepton Io, erscheint 
hier bei verschiedenem Phosphorsäurezusatz vor allem der stoffliche 
Umsatz auffällig, aber gleichmäßig erhöht. Der von Haus aus ver- 
schiedene Phosphorsäuregehalt der beiden Peptone dürfte für dieses 
Verhalten eine Erklärung geben!). 

Die Frage nach der Bedeutung des Temperatureinflusses kann 
nunmehr vorwiegend als eine bakteriologische betrachtet werden, 
handelt es sich doch um die Feststellung der Minimal-, Optimal- 
und Maximaltemperaturen für die betreffenden Bakterien. Es müßten 
danach diese Feststellungen an den verschiedenen Bakterienstämmen 
der verschiedenen Peptone bzw. deren Gärsystemen vorgenommen 
werden. Da aber solche Untersuchungen in dem vorliegenden Fragen- 
komplex von untergeordneter Bedeutung sind, wurde ihnen hier auch 
keine weitere Beachtung mehr geschenkt. 

Ähnlich liegen die Verhältnisse in bezug auf die Aminosäuren. 
Es wurden daher diese Körper bzw. deren Bedeutung für den Gär- 
verlauf nur ganz kurz in folgenden Versuchen berücksichtigt. Diese 
sollten vor allem Aufschluß geben, ob einfache Aminosäuren zur Aus- 
lösung des Gäreffektes, d. h. zur Bilanzierung des N-Haushaltes der 
Bakterien des Gärsystems von Pepton sicc. cum sale ‚‚Siegfried‘“ genügen. 

Es wurden hierzu sterile Gärlösungen in Saccharimetern à 10 ccm an- 
gesetzt und bei 37° bebrütet. Diese enthielten je 1 Proz. Glucose-Aminosäure 
und NaHCO, und wurden je mit Reinkulturen des Kokkenstammes Nr. 2b 


des Bazillenstammes Nr. 2a?) und Mischungen beider Stämme a) im Ver- 
hältnis wie solche im Pepton I vorliegen?) und b) im Verhältnis 1:1 beimpft. 


1) Die Möglichkeit einer organischen Bindung der Peptonphosphorsäure, 
sowie deren ausflockende Eigenschaften dürften unter Berücksichtigung der 
früher bereits beim Pepton ‚Witte‘ beschriebenen flockigen Lösungen 
nunmehr als genügend abgeklärt erscheinen. 

2) Siehe II. Mitteilung, diese Zeitschr. 141, 70, 1923. 

3) Siehe diese Mitteilung. 
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An Aminosäuren standen uns Glykokoll und Asparagin zur Verfügung, 
welche in Traubenzuckerbouillon bei 37° geprüft und als steril befunden 
wurden. 


Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO. 


Zeit 1. Kokkenstamm 2. Bazillenstamm 


in Tagen Glykokoll Asparagin Giykokoll Asparagin 





Von den beiden Bakterienstämmen kann somit der Kokkenstamm 
auch nach achttägiger Bebrütung weder mit Glykokoll noch mit 
Asparagin sein Stickstoffbedürfnis befriedigen ; es Konnte kein Wachstum 
und somit auch keine Säure- bzw. Gasproduktion festgestellt werden. 
Auch der Bazillenstamm verhält sich in bezug auf das Glykokoll wie 
der Kokkenstamm. Dagegen genügt ihm, wenn auch unter starker 
Hemmung, Asparagin als Stickstoffquelle zur Vermehrung und Säure- 
bzw. Gasbildung. 

Ob die beiden Bakterienstämme, wie sie im Pepton I vorliegen, 
tatsächlich das Asparagin gemeinsam leichter angreifen und in ihren 
Stoffwechsel einbeziehen können (s. Mischung a), als dies der Bazillen- 
stamm allein tut, ist aus den, wenn auch etwas günstigeren Versuchs- 
ergebnissen für die Bakterienmischung nicht mit Sicherheit zu ent- 
scheiden. 

Die Bemerkung Schlatters!), daß die Unwirksamkeit von spezi- 
fischen Nährlösungen für Bakterien, wie er solche daraufhin geprüft 
hat, einen weiteren Beweis dafür darstelle, daß in seinen Pepton- 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 380, 1922. 
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versuchen der Effekt nicht auf Bakterienwachstum zurückzuführen 
sei, ist ein reiner Denkfehler, der hiermit richtiggestellt sein mäge. 

Schlatter streift ganz kurz die Frage nach der Bedeutung des 
Natriumbicarbonats. Er kommt zum Ergebnis, daß mit diesem Salze 
eine Pufferung bewirkt werde zur Aufrechterhaltung einer bestimmten 
H-Ionenkonzentration. Er bemerkt ferner, daß diese Pufferung nicht 
mit den hierzu gebräuchlichen Phosphatmischungen erfolgen könne 
wegen deren flockenden Wirkung auf das Pepton!), daß es aber gelinge, 
bei Zusatz von Natriumacetat die Milchsäuregärung einzuleiten, einen 
Puffer von sehr schwacher Alkalität, der nicht stärker flockend wirke 
als das Bicarbonat?). 

Zweifellos wirkt das Bicarbonat in der Gärung als Puffer. In 
welchem Umfange es wirksam ist und wieweit es tatsächlich durch 
andere Puffersubstanzen, speziell durch Natriumacetat, ersetzt werden 
kann, über diese wichtigen Fragen macht Schlatter keine Angaben. 

Früher schon wurde darauf hingewiesen®), daß trotz der Bicarbonat- 
pufferung die 7n-Werte während der Gärung ganz beträchtlichen 
Schwankungen, vor allem einer starken Verschiebung gegen die saure 
Phase hin unterworfen sind. Die sichere Feststellung dieser Verhältnisse 
allein schon würde es Schlatter erleichtert haben, die Ursachen seiner 
Gärungen richtig einzuschätzen. Es dürfte daher auch von einem 
weiteren Gesichtspunkte aus nicht überflüssig erscheinen, zum Ab- 
schluß dieser Mitteilung hier noch kurz auf die Pufferverhältnisse in 
der Gärung einzutreten. 

Vorerst wurden die entsprechenden Versuche von Schlatter im üblichen 
lproz. System Pepton*)-Glucose-CH,COONa°®) und dann im System 
l Proz. Pepton-Glucose — 2 Proz. CH,COONa nachgeprüft. Beide Systeme 
zeigten nach 38 Stunden Bebrütung bei 37° kräftiges Bakterienwachstum, 


worauf den verschiedenen Parallelversuchen gesättigte Bicarbonatlösung 
zugesetzt wurde. 


Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO. 


DEIN 


1 Proz. Pepton-@lucose-C H,COO Na 
Ja = a 
10 10 10 

1) Welche er im ‚„Witte‘‘-Pepton beobachtet hat und deren Ursache 
nunmehr bekannt sein dürfte. Beim Pepton ‚‚Siegfried‘‘ z. B. konnte bei 
Phosphatpufferung nie eine derartige Flockung beobachtet werden. 

2) Schlatter, diese Zeitschr. 131, 375, 1922. 

3) Le, 

4) Pepton Io.. 

5) Dieser Körper mußte, weil stark mit säurebildenden Bazillen infiziert, 
sterilisiert werden. Das Natriumacetat gelangte hierauf nach erfolgter 
Wiederauskristallisation zur Verwendung. 
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Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO, (Fortsetzung). 
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Normalgärsystem: 1 Proz. Pepton-Glucose-NaHCO,. 
(Bei 37° bebrütet.) 
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Die geringe Säure- bzw. Gasproduktion einerseits in den mit Acetat 
gepufferten Gärsystemen und den Kontrollwerten (Normalsystem) ver- 
glichen, andererseits mit den Schlatierschen Angaben, ließen folgende 
Versuchsreihe als zweckmäßig erscheinen: 

Es wurden in Saccharimetern & 10 ccm die üblichen Gärlösungen von 
1 Proz. Pepton-Glucose — 0,25 Proz. Na HC O nebst den verschiedenen Acetat- 
zusätzen hergestellt und bei 37° bebrütet. Gleichzeitig wurde ein Parallel- 
versuch mit vorgängig sterilisiertem Pepton angesetzt, sowie ein Kontroll- 
versuch, der nur mit l Proz. NaHCO, gepuffert war. In allen drei Versuchs- 
reihen wurden die p,-Werte zu Beginn und am Schluß der Gärung bestimmt 
und ebenso auf Glucose geprüft. 


Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. 


Proz. Natriumacetat 




















Nach | 














Stunden; 05 0 i | 10 20 8 | o | so =T 
1. Normal-Pepton. 
0 "(Ppu) 8,2—8,4 | 86-88 | 8,6—8,8 8,6—8,8 8,8—9,0 

| | | 

13 | : | ; — = Se 
| | Ä 

D l 
» io 10 = Ge Sen 


16 = = : : | zu 


Bakterien bei der ‚„Milchsäuregärung durch Peptone“. III. 139 


Die Zahlenwerte bedeuten Volumteile CO,. (Fortsetzung). 
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+ = weniger als 0,1 Proz. Glucose. : = Beginn der Gärung. 
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Die Versuche bestätigen, daß in den Schlatterschen Gärlösungen 
das NaHCO, durch Natriumacetat ersetzt werden kann, und daß 
eines dieser Salze anwesend sein muß, um den Gäreffekt auszulösen. 
Es fällt aber auf, daß bei den Versuchen mit l- und 2proz. Acetat- 
pufferung und nachheriger Zugabe von Bicarbonatlösung die Säure- 
bzw. Gasbildung nur eine relativ geringe ist (Maximum ?/,, des mög- 
lichen Volumens), insbesondere im Vergleich zur Kontrolle, wo das 
Normalsystem in derselben Zeit ®/,, Volumteile CO, liefert. 
| Aufklärung hierüber geben nunmehr die oben mitgeteilten Versuchs- 
resultate: Wie schon früher!) vermerkt, ermöglicht 1 Proz. NaHCO,?) 
keine konstante Pufferung. Dies ergibt sich deutlich aus den Angaben 
auf S. 134, wo auch eine teilweise Phosphatpufferung dazu nicht aus- 
reicht, aber immerhin die pu-Werte weniger tief sinken läßt. Ganz 
deutlich wird aus den Resultaten des Kontrollversuches S. 139 er- 
sichtlich, daß im Verlauf der Gärung die pu-Werte von 8 auf 6,6 bis 
6,8 hinunterfallen, und daß dann bei dieser H-Ionenkonzentration die 
Gärung durchschnittlich beendigt, indem der größte Teil der Glucose 
aufgespalten ist. Zeitlich betrachtet, wird in den ersten zwei Dritteln 
der Gärdauer nur die Hälfte der Säure bzw. des Gases gebildet, während 
im letzten Drittel ungefähr eine ebensolche Ergiebigkeit der Fermen- 
tation vorhanden ist. Es kann daraus geschlossen werden, daß für 
die Gärung die optimalen pu-Werte näher bei 6,8 als bei 7,2 liegen, 
indem der größere Umsatz unterhalb dieses Wertes und somit in der 
sauren Phase verläuft. Die vorliegende H-Ionenkonzentrationsbreite, 
in der die Gärung abläuft, bildet nebenbei ein untrügliches Kriterium 
für deren bakteriellen Charakter. 

Die Acetatpufferung zeitig nun bei entsprechend gleichen 
Pu-Werten einen anderen Gärverlauf. Er kann als gehemmt bezeichnet 
werden, indem nach entsprechender Gärdauer relativ und absolut ge- 
ringere Säure- bzw. Gasmengen gebildet werden. Die Inkubationszeit 
und ebenso die Gärdauer verlängern sich mit steigenden Natrium- 
acetatkonzentrationen, trotzdem die Anfangs-?n-Werte von 8,2 bis 8,4, 
dem lproz. Bicarbonatpuffersystem entsprechen. Im 0,5proz. Acetat- 
puffersystem liegt der günstigste Gäreffekt vor, indem relativ die 
größte Säure- bzw. Gasmenge bei der kürzesten Inkubationszeit, 
nämlich ®/,, des möglichen CO,-Volumens, gebildet wird. Es dürften 
hier zufolge der geringeren absoluten Mengen an Acetat keine oder 
doch bedeutend geringere Hemmungen des Bakterienwachstums vor- 
liegen®). Die End-pa-Werte der verschiedenen Systeme bestätigen 

1) 1. c., diese Mitteilung III. 

2) Unter den vorliegenden Versuchsbedingungen! 


3) Es sei hier auf gewisse analoge Verhältnisse betreffend die Pepton- 
konzentrationen aufmerksam gemacht. Schlatter verwendete für seine 
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diese Anschauung ebenfalls. Beim 5proz. Acetatpuffersystem liegt, 
nachdem die Gärung bei einem Minimum an Säure- bzw. Gas- 
produktion von 315/10 Volumteilen CO, nach 42 Stunden beendigt 
erscheint, ein Schluß-pu-Wert von 4,8 bis 5,0 vor. Entsprechend ist 
auch hier noch relativ viel Glucose vorhanden. Ganz ähnlich sind 
die Verhältnisse beim 0,5proz. Acetatpuffersystem, nur daß, wie 
schon angedeutet, dieses Gärsystem einen größeren Gäreffekt, sowohl 
was die insgesamt, als auch was die in den verschiedenen zeitlichen 
Gäretappen gebildete Säure- bzw. Gasmenge anbetrifft. Die Er- 
scheinung, daß in den mit Acetat gepufferten Gärsystemen die pp- 
Werte tiefer in die saure Phase hineinreichen als in den mit Bicarbonat 
gepufferten, dürfte dadurch zu erklären sein, daß die freiwerdende 
und stärker als die Milchsäure dissoziierte Essigsäure im Reaktions- 
verlauf der Gärung auftritt. In dem Maße, wie nun das durch die 
Acetatkonzentration gehemmte System bzw. dessen Bakterien die Milch- 
säurebildung hintanhalten (s. Übergang von 0,5- bis 5proz.Pufferung), 
weisen die betreffenden Gärsysteme unter sich pn-Werte auf, die 
weniger tief in die saure Phase hineinreichen. 

Diese Wechselbeziehung zwischen hemmenden und fördernden 
Faktoren für die Säure- bzw. Gasproduktion in den mit Acetat ge- 
pufferten Systemen beweisen, in Verbindung mit den Erfahrungen 
über die Bicarbonatpufferung!), wiederum, daß die causa efficiens der 
Schlatterschen Gärversuche auf bakteriellem Gebiete zu suchen ge- 
wesen wäre. ° | 


Gärversuche auch 10proz. Peptonlösungen und beobachtete, daß solche 
Systeme die kürzeste Inkubationszeit aufweisen (entsprechend der größeren 
Bakterienzahl, die auf diese Weise in die Systeme gelangen!), während ihre 
Gärdauer unverhältnismäßig kurz erscheint und der Gäreffekt ein schwanken- 
der ist. Dies dürfte auf eine Hemmung (toxischer Natur) der in großen 
Mengen vorhandenen Aminosäuren gegenüber den Bakterien zurück- 
zuführen sein! 
1) Unter gegebenen Versuchsbedingungen. 


Experimentelle Beiträge 
zum Antagonimus der Magnesium- und Calciumionen. 


Von 


Walter Baumecker. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Halle-Wittenberg.) 
(Eingegangen am 10. August 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seitdem Meltzer und Auer!) festgestellt haben, daß die Magnesium- 
lähmung durch Injektion von Calciumsalzen aufgehoben werden kann, 
ist man bemüht, für diesen interessanten Äntagonismus eine passende 
Erklärung zu finden. Zu diesem Zwecke war es zunächst notwendig, 
den Angriffspunkt des Magnesiums im Organismus zu bestimmen. 


Während Wiki?) und dann Guthrie und Ryan?) behaupteten, daß die 
Wirkung des Magnesiums allein durch eine Lähmung der myoneuronalen 
Verbindungen zustande käme, zeigten Meltzer und Auer*), daß auch eine 
zentrale Narkose und eine Lähmung der Nervenstämme an der Wirkung 
teilhabe. Auch Starkenstein®) erbrachte den Beweis, daß nicht nur eine 
periphere Wirkung des Magnesiums vorliegt. Nichtsdestoweniger war die 
auffallende Beeinflussung der myoneuronalen Verbindungen nicht zu leugnen, 
so daß Wiechmann®) auch im Gehirn und den glattmuskeligen Organen 
‚Synapsen‘ annahm, die durch Magnesium gelähmt werden sollen. Läßt 
man diese Hypothese zunächst außer acht, so kann man mit Gottlieb”) 
annehmen, daß das Magnesium keine spezifische Affinität zu bestimmten 
Teilen des Nervensystems besitze, sondern dieses ganz allgemein zu lähmen 
imstande sei, wobei das Atemzentrum verhältnismäßig verschont bleibt. 


1) S. J. Meltzer und J. Auer, Centralbl. f. Physiol. 21, 788, 1907. 

2) Wiki, Soc. d. Biol. 60, 1008, 1906. 

3) C. C. Guthrie und A. H. Ryan, Amer. Journ. of Physiol. 26, 329 
— 345, 1910. 

4) S. J. Meltzer und J. Auer, Centralbl. f. Physiol. 27, 632— 635, 1913. 

5) E. Starkenstein, ebendaselbst 28, 63, 1914. 

6) E. Wiechmann, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 74, 1920. 

”) H. H. Meyer und R. Gottlieb, Experimentelle Pharmakologie 1921, 
5. Aufl., Berlin, Wien. 
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Durch analytische Untersuchungen von Mansfeld und Bosanys!) 
sowie Schütz?) und Stransky?) konnte gezeigt werden, daß der Magnesium- 
gehalt des Gehirns nach der einmaligen Injektion von Magnesiumsalzen 
nicht zunimmt. Erst bei wiederholter Magnesiumsalzeinspritzung gelang es 
Schütz, im Gehirn eine Anreicherung bis zu 1 Prom. der Trockensubstanz zu 
erzielen. Auch in die Muskulatur dringen nach Stransky (l. c.) keine wesent- 
lichen Magnesiummengen ein, wohl aber war eine erhebliche Vermehrung 
des Magnesiumgehaltes im Blutplasma festzustellen; und Stransky konnte 
auch zeigen, daß Magnesiumionen auf die Calciumionen des Blutplasmas 
eine ausschwemmende Wirkung ausüben, die aber auch nicht spezifisch 
ist, da sich mit Natrium- und Kaliumsalzen das gleiche Ergebnis erzielen 
ließ. Stransky (l.c.) kommt zu dem Schluß, daß ein minimaler Wert des 


SEN Conc. Ca 
"TU Gone. Mg 


Magnesiums über das Calcium die Narkose bedingt. 

Wenn nun auch nach diesen Untersuchungen das Eindringen von 
Magnesium in Muskel- oder Nervenzellen bei einmaliger Injektion nicht 
sichergestellt ist, so scheint doch die Annahme berechtigt, daß vielleicht 
die Konzentration des Magnesiums im Blut, d. h. die vis a tergo, die notwendig 
ist, um das Magnesium in die nervösen Zellen hineinzudrücken, sehr groß 
sein muß, die hineingedrückten oder adsorbierten Mengen aber so klein 
sind, daß sie zwar zur funktionellen Schädigung ausreichen, aber analytisch 
nicht feststellbar sind. Unter dieser Voraussetzung kann man sich die 
Magnesiumwirkung aber noch in verschiedener Weise vorstellen. Zunächst 
ist an eine kolloidehemische Wirkung zu denken. Deswegen wurden ver- 
schiedentlich Modellversuche in dieser Richtung angestellt. Stransky (l. c.) 
fand, daß Magnesiumsalzlösungen, deren Konzentration ungefähr derjenigen 
im Blutplasma während der Magnesiumnarkose entsprach, eine Schrumpfung 
einer Hirnzellenemulsion hervorriefen. Das gleiche Verhalten zeigte aber 
such eine entsprechende Calciumsalzlösung. Im Gegensatz dazu fand 
Wiechmann (l.c.) an fein zerschnittenen Froschmuskeln, daß Magnesium- 
salze in bestimmten Konzentrationen quellend, Calciumsalze dagegen ent- 
quellend wirkten. Dieses Verhalten gilt nach den Untersuchungen Loebst) 
und Overtons°) nicht für den ganzen Muskel. Der erstere stellte bei seinen 
Versuchen über die Flüssigkeitsresorption fest, daß eine isotonische 
Magnesiumsalzlösung entquellend wirkt, wenn auch in geringerem Grade 
als Calciumlösung, 


Overton fand, daß nur am absterbenden Muskel Magnesiumchlorid- 
lösungen eine Gewichtsvermehrung hervorbrachten, während Calcium- 
chloridlösungen bestimmter Konzentrationen eine vorübergehende Gewichts- 
verminderung verursachten. 


Da nach alledem eine kolloid-chemische Erklärung des Anta- 
gonismus noch nicht sichergestellt ist, wurden diese Versuche an Mo- 
dellen und am überlebenden Muskel noch einmal angestellt. Einerseits 
wurde die Einwirkung von Magnesium- und Calciumsalzen auf die 


, also ein bestimmt bemessener Überschuß des 


1) G. Mansfeld u. Bosanyı, Pflüg. Arch. f. d. ges. Physiol. 152, 175, 1913. 
3) J. Schütz, Zeitschr. f. Balneologie 7, 1, 1914/15. 

3) E. Stransky, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 78, 122, 1915. 

t) J. Loeb, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 75, 304—305, 1899. 

5) E. Overton, ebendaselbst 105, 176, 1904. 


144 W. Baumecker: 


Fibrinflocke und den feinzerschnittenen Muskel, andererseits auf den 
isolierten, überlebenden Froschmuskel geprüft. Dabei zeigte sich, 
daß bei der Fibrinflocke [M. H. Fischer!)] sowohl die Magnesium- wie 
die Calciumsalze eine starke entquellende Wirkung hatten, bzw. die 
Quellung der Fibrinflocke in destilliertem Wasser und in n/100 Salz- 
säure stark hemmten. Bei der Mischung beider Salze war ein gegen- 
sätzliches Verhalten nicht zu beobachten. Die Versuche wurden nach 
den Angaben Fischers, wie sie Kochmann?) jüngst beschrieben hat, 
ausgeführt. 

Die Höhe der Fibrinsäule betrug nach einer Stunde in den ver- 
schiedenen Lösungen: 














| | | Kon- 
Konzentration | m/l | m/2 | m/4 | m/8 : m/16 | m/32 | m/64 si 8 | S | re 
f | E| E| E| dest 




















Höhe der 
CaCl,- Fibrinsäule 


Lösungen | Proz. der 
Kontrolle 











E nn 


34,8 39,1 39,1 39,1 43,5 147,8 |60,9| 67,4 73,9 
Höhe der | 














MgCl,- rn 0,8| 0,9| 0,9 0,9+1.0+| 1,2) 1,5| 1,611,9+ 2,2124 cm 
Lösungen | Proz. der |33 337,5 37,5 37,5 [41,7 lang 62,5|86,6|79,2 91,7). 100 
CaCl S | 
+ Mel, | Höhe der 0,8| 0,9 m 1,0 į1,0+| 1,3| Lal 1,7| 1,9 vo. cm 
sungen Proz. d ' 
= | Proz. der |33 3 37,5 37,5 41,7 141,7 [54,2 |58,3 70,8 79,2 91,7! 100 











Ein + bedeutet eine nicht meßbare Zunahme der Quellung. Temp. 21°C. 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daß der Grad der Quellung bei 
jeder Lösung mit abnehmender Konzentration steigt. Die geringen 
Unterschiede — bei m/l, m/2, m/4, m/8, m/16, m/128 und m/512 Lösung 
wirkt Calciumchlorid geringer entquellend, bei m/32, m/64 und m/256 
dagegen Magnesiumchlorid — liegen innerhalb der Fehlergrenze. Um 
festzustellen, ob Magnesiumchlorid bei noch geringerer Konzentration 
etwa stärker quellend wirkt als destilliertes Wasser, wurde noch eine 
m/1024, m/2048 und m/4096 Magnesiumchloridlösung untersucht. 





Konzentration j m/1024 | m/2048 | m}4096 


Höhe d 
MgCl,- Fibrinsäule | 2,3cm | saom | 2,4 cm 
Lösungen | Proz. der | 


Kontrolle 95,8 | 100 | 100 














Am Muskelbrei konnten die Ergebnisse von Wiechmann (l. e.) 
bestätigt werden. In gewissen Konzentrationen haben die Magnesium- 


1) M. H. Fischer, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 125, 100, 1908. 
23) M. Kochmann, diese Zeitschr. 186, 49, 1923. 
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salze tatsächlich bei diesem Modell eine stark quellende Wirkung, 
in hohen Konzentrationen dagegen kommt es zu einer deutlichen 
Entquellung. Calciumsalze entquellen in allen Konzentrationen. Bei 
der Mischung von Calciumchlorid- mit Magnesiumchloridlösungen, 
letztere in Konzentrationen, die eine Quellung hervorrufen, wird die 
Calciumwirkung, wie auch Wiechmann fand, tatsächlich mehr oder 
weniger aufgehoben. 


Die Versuchsanordnung war folgende: 


In gleich große Glastrichter wurde eine Siebplatte gebracht und darauf 
ein gehärtetes Filter gelegt, das die Siebplatte etwas überragte. Das Filter 
wurde mit Wasser oder der zu untersuchenden Lösung angefeuchtet und 
die Trichter dann nach kurzem Absaugen an der Wasserstrahlpumpe ge- 
wogen. Nunmehr wurden etwa 2g fein zerschnittener Froschmuskulatur einer 
kurz zuvor getöteten Rana temporaria in dem Trichter abgewogen und dieser 
in ein Becherglas mit destilliertem Wasser oder der zu untersuchenden 
Lösung gestellt, so daß die Muskulatur vollkommen von der Flüssigkeit 
bedeckt wurde. Es empfiehlt sich, die Muskulatur auf der Siebplatte mit 
einem ausgezogenen Glasstab etwas umzurühren, um ein allseitiges Benetzen 
zu erreichen. Nach einer Stunde wurde der Trichter aus der Flüssigkeit 
herausgenommen und diese 2 Minuten lang an der Wasserstrahlpumpe 
vorsichtig abgesaugt und wiederum das Gewicht festgestellt. Auf diese 
Weise wurden m/10 bis m/10000 Calcium- und Magnesiumlösungen unter- 
sucht. Die Temperatur betrug 16 bis 18%. Da die Werte für die Gewichts- 
zunahme in destilliertem Wasser schwankten, ist immer nur ein Vergleich 
der Ergebnisse im einzelnen Versuch gestattet. 


Im einzelnen ergaben sich folgende Zahlen: 






Muskelgewicht o 


Lösung | bei Beginn des Versuchs | nach 1 Stunde 
Loo 2 | P 


Zus u. Abnahme, 
Anfangsgewicht = 100 
























Proz. 
l | 

1. Aqua dest. `... 2,0200 | 2,5252 | 125 
m/10 Call, .... 2,0200 | 1,4570 | 72,1 
m/100 CaCl. .. .. 2,1158 | 17298 | 81,7 
2. Aqua dest. .. ..` 2,1002 2,5800  \' 122,8 
m/200 CaCl, . .. ` 2.0317 ‚1,6788 | 82,6 
m/500 Cal, . . |.. 2.0635 ' 178180 | 88,5 
3. Aqua dest. ... .. 2,1911 2,7558 125,7 
m/1000 CaCl, .. ., 2,0265 2,1147 104,3 
m/2000 CaCl . . .: 2,0836 2,2483 107,9 
4. Aqua dest. `, 2,0200 2,7132 i 134,3 
m/10 MgCl... .: 2,1550 2,1024 | 97,5 
5. Aqua dest. .. .. 1,9466 2,2476 | 115,4 
m/25 MgCl,. . . .. 2,0837 25230 121,0 
m/50 MgCl. ... 2,2784 . 2894 127,1 
6. Aqua dest. .... 1,7920 1,9770 |l 110,3 
m/100 MgCl, ... 2,1160 2,9574 | 139,7 
m/1000 MgCi, . . .. 2,1502 2,762 | 130,0 
7. Aqua dest. .... 2,0190 | 2,2690 112,4 
m/10 000 MgCl, . .. 2,0020 2,5760 | 128,6 
m/10000 MgCl, . .' 2,1822 | 2,5520 116,9 
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Setzt man den für destilliertes Wasser erhaltenen Quellungswert 
gleich 100, so ergibt sich folgende Gewichtszunahme bzw. -abnahme in den 
Salzlösungen in Prozenten: 











m/10 MgCh . . . | —368 Proz. | m/l0 Gef. —529 Proz. 


m/25 MgCl, +56 „ | 

m/50 MgCl EI , | 

m/100 ch .| 4294 „ m/100 Col... | —43 „ 
m/500 CaCl. . . | — 343 „ 

m/1000 MgCl. . | +197 , m/1000 CaCl, 214 . 

m/10 000 MgCl, . | +16,2 „ m/10000 CaCl, . | + 45 , 


Ein weiterer Versuch zeigte, wie sich das hier deutlich entgegengesetzte 
Verhalten der Magnesium- und Calciumionen durch eine Mischlösung von 
Magnesium- und Calciumchlorid aufheben ließ: 





Muskelgewicht 
Prozentuale 




















Lösung | bei Beginn | nach 1 Stunde Zus oder Abnahme 
se een N A ae A E eg P wm | g i d EE 
| 
Aqua dest. ...... 2,0605 | 2,0630 | 124,3 Proz. — 0 
m/1000 Call, . . . .. 23260 | 23890 "166 ,;, = — 187 








m/1000 MgCl, ... . ... | 2,2877 2,9140 N 1273 2 = + 30 


m/1000 CaCl Më u 
+ m/1000 MeCh,. . . . ; 29115 |1241 , =— 02 


Vergleicht man das Ergebnis dieser Versuche mit den Versuchen 
an der Fibrinflocke, so ergibt sich ein auffallender Gegensatz. Während 
in dem einen Falle Calcium und Magnesium im gleichen Sinne entquellend 
wirken, zeigen sie an dem Modell der zerschnittenen Muskulatur ein ent- 
gegengesetztes Verhalten. Dies ist vielleicht auf die verschiedene Vor- 
behandlung der an sich ähnlichen Kolloide zurückzuführen. Worauf 
os im einzelnen beruht, möge dahingestellt bleiben, jedenfalls zeigt 
es, wie gerade bei solchen Modellversuchen eine vorsichtige Beurteilung 
am Platze ist. 


Wie weit nun das am Modell der Froschmuskulatur gewonnene 
Ergebnis auf die Magnesiumnarkose des lebenden Organismus an- 
gewandt werden kann, ist infolgedessen schwierig zu entscheiden. Die 
Untersuchungen, die am ganzen Muskel vorgenommen wurden, ließen 
jedenfalls in der Hinsicht keinen sicheren Schluß zu. Sie zeigten, daß 
Magnesiumchloridlösungen, die eine noch reversible Lähmung des 
Muskels hervorbringen, eine Abnahme oder ein Gleichbleiben des Gewichts 
verursachen, während eine Gewichtszunahme erst eintritt, sobald die 
Lähmung ganz oder teilweise irreversibel geworden ist. 





! 
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Im einzelnen verliefen die Versuche, die am Gastrocnemius und 
Sartorius von Rana temporaria und Rana esculenta!) (Winterfröschen) 
vorgenommen wurden, wie folgt: 

Die Muskeln eines Frosches wurden beiderseits präpariert und vor 
Beginn des Versuchs nach-dem Vorgehen Overtones (l. c.) meist 2 bis 3, Stunden 
in eine 0,73l proz. Kochsalzlösung gebracht, um osmotisches Gleichgewicht 
zu erzielen. Dann wurden die Muskeln an der Sehne mit kleinen Häkchen 
versehen, und an einer Torsionswage gewogen. - 

Dabei wurde jedesmal darauf geachtet, daß das Häkchen sorgfältig 
abgetrocknet und der Muskel nur am unteren Ende mit Fließpapier abgetupft 
wurde. War die Wägung vollendet, so wurde der Muskel auf einen Mommsen- 
schen Reiztisch gebracht und mit tetanisierendem Strom durch langsames 
Nähern der Rollen des Du Bois- Reymondschen Schlittenapparates der Reiz 
festgestellt, bei dem eben eine Kontraktion des Muskels beobachtet werden 
konnte. In einigen Versuchen wurde außer mit dem einschleichenden 
faradischen Strom auch mit einzelnen Öffnungs-Induktionsschlägen geprüft 
und außerdem die primäre Rolle des Induktoriums mit dem Eisenkern 
versehen. Nach der ersten Gewichtsbestimmung in Kochsalzlösung wurden 
die Muskeln in die Lösungen gebracht, deren Einwirkung geprüft werden 
sollte und dann in Abständen von !/, bis 3 Stunden wieder Gewicht- und 
Reizbarkeit festgestellt. Als Kontrolle wurde im allgemeinen der Muskel 
der Gegenseite in 0,731 proz. Natriumchloridlösung gelassen. Die verwendeten 
Lösungen waren durch Einstellung auf gleiche Gefrierpunktserniedrigung 
genau mit einer 0,731 proz. Natriumchloridlösung isotonisch. Durch Analyse 
wurde die Konzentration einer isotonischen Magnesiumchloridlösung gleich 
0,923 Proz., die Konzentration einer isotonischen Calciumchloridlösung 
gleich 1,05 Proz. (beides ohne Kristallwasser) festgestellt. Da reine iso- 
tonische Magnesiumchlorid- und Calciumchloridlösungen sehr bald eine 
irreversible Schädigung verursachen, untersuchte ich vor allem Misch- 
lösungen von Magnesium- und Natriumchlorid einerseits und Calcium- 
und Natriumchlorid andererseits. 

Für die Magnesiumwirkung ist dabei folgender Versuch charakteristisch: 


Gastrocnemii (Rana temporaria). 


IL 


` Mett 0,461 Proz.. NaCl 0,365 Proz. | Nat) 0,731 Proz. 


Zeit -- — — o e Es ara 

, Muskel, | Muskel» 

| gewicht Proz. Rollenabstand yewicht | mo Rollenabstand 
i 


mg ! cm | mg 


L 














cm 


18. Januar 1923. 19°C. 








5630’ || 362,5 | 100 | 2,0 367,5 | 100 12,5 
e 00 | 351.0 ges | 100 349.0 | 94,9 12.0 
6 30 || 3465 . 955 | 95 346,0 94.1 12.0 
710 | 3440 : 949 9.0 345,5 94.0 12.0 
8 15 | 3405 93.9 = 344,0 93,6 12.0 
nicht erregbar 
905 | 336,5 92,8 — 343,5 | 93,4 12,2 
19. Januar 1923. 19°C. 
10bÞ30 | 338,5 | 93,3 | = I - I — | = 


1) Die Muskeln von Rana ecsulenta erwiesen sich nach meinen Fest- 
stellungen gegenüber Magnesiumchlorid widerstandsfähiger, so daß zur 
Lähmung eine etwas größere Konzentration angewandt werden mußte. 


10* 
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In diesem Versuch ist nach 3 Stunden der Muskel in der Magnesium- 
chloridlösung nicht mehr erregbar, sein Gewicht ist vermindert und auch 
‚am folgenden Tage zeigt sich noch keine erhebliche Gewichtsvermehrung; 
diese tritt aber dann, wie andere Versuche zeigen, am absterbenden oder 
toten Muskel sehr bald ein. 


Das Verhalten in einer vorwiegend Calcium enthaltenden Lösung zeigt 
folgender Versuch: 


Sartorii (Rana temporaria). 





L | Il. 
Ca Cl, 0,262 Proz., NaCl 0,584 Proz. | Na CI 0,731 Proz. 


ees Wee a E 
Muskel,  Rollenabstand ı | Muskel | | Rollenabstand 


gewicht Proz. | gewicht ' Proz. 
(ia, "La BT a 


22. Januar 1923. 19C. 
IN | 93,5 | 100 19,0 86,0 ` 100 18,5 
11 50 | 89,0 ı 9,1 | 10,0 85,5 |i 994 ` 16,5 








Zeit | 











ni Muskel stark verkürzt, Rollenabstand gilt | 
| für die auftretenden schwachen fibrillären | | 
Zuckungen | 
12 30 | 810 j 866 | am Ä 83,5 97,0 | 140 
325 | oe | 780 |  — L 840 976 ` 135 





Der Muskel wird in einer Calciumchloridlösung dieser Konzen- 
tration, die für wasserfreies Salz gilt, sehr bald erheblich geschädigt 
Er verliert seine normale Form und Konsistenz und wird stark verkürzt. 
Das Gewicht nimmt ab, und bald ist in diesem Kontrakturzustand 
keine Zuckung mehr festzustellen. 

Der Unterschied zwischen der Magnesium- und Calciumwirkung 
ist deutlich. Während Magnesium, wie hier nicht angeführte Versuche 
zeigten, in einer Konzentration von etwa 0,33 Proz. = 0,0346 Mol 
noch keine Schädigung verursachte, ist dieselbe beim Calcium schon 
bei 0,262 Proz. = 0,0234 Mol zu beobachten. Die für den Muskel 
unschädliche Calciumkonzentration stellte ich zwischen 0,131 und 
0,065 Proz. wasserfreies Calciumchlorid fest, was etwa den Werten 
Overtons (l. c.), 0,2 bis 0,4 Proz. CaCl, + 2H,O, entspricht. Calcium 
verursacht in schädigender Dosis eine steigende Gewichtsabnahme, 
die nach meinen Versuchen nicht in eine Gewichtszunahme übergeht; 
Formveränderungen, wie sie in Calciumchloridlösungen beobachtet 
werden können, treten in Magnesiumchloridlösungen nicht ein. Die 
schädigende Wirkung des Magnesiums ist bedeutend geringer als die 
des Calciums. Das zeigt auch ein Reizversuch in einer isotonischen 
Magnesiumchloridlösung, aus der der Muskel nach Eintritt der Lähmung 
in eine Natriumchloridlösung übertragen wird: 
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Gastroenemii (Rana temporaria). 








L D. 
Zeit NaCI 0,731 Proz; MgCl 0923 Proz —— 
| Rollenabstand | Rollenabstand 
N | em EE cm nz ` 
13. Januar 1923. 19C. 
11430 9,3 i 9,0 
12 15 | 11,7 9,0 
12P45 11,6 1,5 
1 20 | 11,5 5,0 (schwache fibrilläre Zuckungen) 
1 40 13,3 — nicht erregbar 
Der Muskel wird in 0,731 proz. Na Cl-Lösung gelegt 
3 00 13,2 12,0 
4 45 13,5 12,0 


Die Lähmung in einer Magnesiumchloridlösung kann durch Über- 
tragung in eine Natriumchloridlösung aufgehoben werden, solange noch 
keine irreversiblen Veränderungen hervorgerufen sind. Ein ähnliches 
Verhalten konnte ich in einer Calciumchloridlösung nicht beobachten. 

Wie weit ein Zusatz von Calciumchlorid die in einer Lösung von 
Magnesiumchlorid und Natriumchlorid entstandene Lähmung be- 
einflußt, habe ich mehrmals untersucht. Folgender Versuch möge als 
Beispiel dafür dienen!): 

Sartorii (Rana esculenta). 


IL. 
` MgCh 0,738 Proz., NaCl 0,146 Proz. 

































Proz. | Rollenabstand an | Proz. | Rollenabstand 
cm | mg i cm 
6. Februar 1923. 6°C. 
120’ 151,0 100 14,6 . 169,0 100 14,0 
3 10 150,0 99,3 7,0 " 159,0 94,0 | 6,0 
4 06 146,5 97,0 ' 80[13,0]) ' 159,5 94,4 9,0 [13,5]?) 
4 45 148,5 98,3 | 5,0[13,0] | 1615 955 | 73[12,7] 


Bei 5,0 und 7,3 cm Rollenabstand träge Zuckung bei einschleichendem faradischen Strom. 
Muskel I wird in eine Lösung von der Zusammensetzung: 
0,738 Proz. Mg Clg, 0,073 Proz. NaCl, 0,105 Proz. CaCl, übertragen. 


geän" 149,5 ` 99,0 0,0[7,0-9,0]|| 1650 : 97,6 
‚ träge Zuckung 
930 | 1595 1056 ` = 168,5 99,7 
Beide Muskeln sind auf einschleichenden faradischen Strom nicht erregbar. Durch Reizung mit 
Öffnungsschlägen unter Benutzung des Eisenkerns lassen sich nur noch fibrilläre Zuckungen bei 
geringem Rollenabstand feststellen. 
7. Februar 1923. 6°C. 
gan | 17285 | 114,2 | — | 1870 | 11086 | Së 
Faradische Reizung und Einzelreize ohne Erfolg auch mit Eisenkern. 
Beide Muskeln sind nach Übertragung in NaCl-Lösung auch mit Eisenkern 106 50° nicht erregbar. 


0,0 [10,5] 














1) Die genauere Prüfung der Erregbarkeit in diesem Versuch wurde 
deswegen vorgenommen, weil neuerdings Abderhalden und Gellhorn ( Pflügers 
Arch. f.d. ges. Physiol. 196, 584, 1922) mit dieser Methodik in CaCl, + 
MgCl,-Lösungen eine länger dauernde Erregbarkeit verbunden mit gleich- 
zeitiger Gewichtszunahme beobachteten. 

2) Die eingeklammerten Werte beziehen sich auf Reizung mit Eisenkern. 
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Der Versuch zeigt, daß erstens Calciumchlorid keinen Einfluß 
auf die fortschreitende Lähmung und Schädigung durch Magnesium- 
chlorid hat, zweitens, daß erst nach erheblicher Schädigung eine Ge- 
wichtszunahme eintritt. Nach derartiger starker Gewichtszunahme 
ist eine Herstellung der Funktion in reiner Natriumchloridlösung aber 
nicht mehr möglich. 

Ein ähnlicher Versuch, bei dem eine größere Konzentration der 
Calciumchloridlösung angewandt und außerdem der Kontrollmuskel 
bei beginnender Gewichtszunahme in Natriumchloridlösung gelegt 
wurde, verlief folgendermaßen: 


Sartorii (Rana esculenta). 






































l IL 
Mei 0,738 Proz., NaCl 0,146 Pro. MgClz 0,738 Proz., NaCl 0,146 Proz. 
Zeit BEE EE d 
EE | Proz. | Rollenabstand a ZE | Rollenabstand 
Sen en mg . N em = BE." nn RB EN 
7. Februar 1923. 2°C. 
1215" 239,0 | 100 125 >` 258,0 ` 100 12,0 
2 50 | 239,0 | 100 8,0 ME 9 MT. 7,8 
4 00, 239,5 100,2 7,5 ı 2445 | 94,7 6,5 
l [Öffnungsschlag i [Offnungaschlag: 
10.0] | 10.0] 
6 15 | 237,5 99,3 7,5 245,5 95,1 | 7,0 














Bei beiden Muskeln ist nur durch schnelles Nähern der Rollen noch eine kräftige Zuckung zu 
erzielen, während die angegebenen Werte nur für eine schwache Kontraktion gelten. 
Bei Muskel I wird 6h30 die ösung ersetzt durch: MgCl, 0,738 Proz.. Ca Cl; 0,210 Proz. 








10655’ || 249,5 | 104,3 5,2 256,5 99,4 Ä 5 dei 0 
fibrillä brillär 
Mit Eisenkern bei 12,0 cm fibrilläre Zuckung ı Mit Eisenkern be: 12,5 cm fibrilläre Zucku 


ı Muskel II wird 11h15’ in 0,73proz. NaCl. 

Lösung gebracht, 11h25’ bei 6,0 bis 7,0 cm 

| Rollenabstand etwas bessere Erregbarkeit fests 
zustellen als zuvor. 





8. Februar 1923. 2°C. 


8h55’! 2480 ` 103,7 | — 27560 | 106,5 ' — 
Mit Eisenkern noch trä eKontraktion beischnellem ` Mit und ohne Eisenkern nicht erregbar 
rn der 7 festzustellen | 
was Er 0 1062 eg 275,5 106,8 = 
1150| 2590 1083 | — | 2760 — 1070 . = 


Auch hier hat Calcium keinen Einfluß auf die Magnesiumlähmung. 
Der Kontrollmuskel zeigte in der Magnesiumchlorid- + Natrium- 
chloridlösung eine Gewichtsabnahme; sobald die Abnahme in eine 
Gewichtszunahme überging, konnte bei dem absterbenden Muskel 
keine vollständige Wiederherstellung der Erregbarkeit in Natrium- 
chloridlösung erzielt werden. Daß diese aber möglich ist, solange der 
Muskel an Gewicht abnimmt, zeigt folgender Versuch: 
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Sartorii (Rana esculenta). 





| L l II. 
EE 
| l MgCh 0,738 Proz, CaCl; 0,105 Proz., 


da Mg Ch 0,738 Proz., Na Ci 0,149 Proz | Na 073 Proz. 
| Muskel» , Muskel 
| gewicht Proz. Rollenabstand gewicht Pon. < Rollenabstand 
E, SECH em | mg cm 


8. Februar 1923. 2°C. 











12830 | 930 | 100 © 130 | 1135 | 100 13,0 
3 05 | 88,5 95,1 | 9,5 109,5 96,4 e E 
4 35 88,5 95,1 85 | 108,0 95,1 
| | schwache Zuckunge Set 
i Zuckung Muskel verkürzt 
Muskel I wird um 5p00’ in Na Cl»Lösung gebracht. 
geän 94,5 | 1015 10,0 108,0 | 96,1 0,0 
räftige Zuckun fibrillär, bei 10,0 cm 
durch Öffnungsschl. 
fibrilläre Zuckung 

















9. Februar 1923. 2°C. 
9h 15’ 102,5 | 110,2 | 110,5 | 97,3 | 
Bei 9,0 cm Rollenabstand noch eine fibrilläre 


Zuckung festzustellen, eine kräftige Kontraktion | 
tritt selbst bei 0,0 cm Rollenabstand nicht mebrein. | 


Es ist aus diesen Versuchen zu ersehen, daß am lebenden Muskel 
ein Antagonismus im Sinne einer Quellung und Entquellung zwischen 
Magnesium und Calcium nicht nachweisbar ist, und wir können des- 
wegen die Wiechmannschen Versuche mit Muskelbrei nicht als hin- 
reichende Erklärung für die Magnesiumnarkose und ihre Aufhebung 
ansehen. 

Man mußte sich infolgedessen nach einer anderen Erklärung 
umsehen. Eine solche Möglichkeit war die, daß überhaupt keine un- 
mittelbare Einwirkung der Magnesiumionen vorlag, sondern daß eine 
Ausschaltung des Calciums, das ja besonders für die Erhaltung 
der Erregbarkeit der Nervenendigungen!) notwendig ist [Locke?), 


unerregbar 


1) Im Gegensatz zu Locke und Overton, die feststellten, daß Calciumionen 
für die Erregbarkeit der myoneuronalen Verbindungen notwendig sind und 
infolgedessen eine Verminderung derselben, eine Abnahme der Erregbarkeit 
bedingt, stellten neuerdings Behrendt und Freudenberg (Klin. Wochenschr. 2, 
866— 870, 919 — 923, 1923) fest, daß Calciumionenmangel bzw. Kalium- 
ionenüberschuß eine Übererregbarkeit der myoneuronalen Verbindungen 
verursacht, die zu den Erscheinungen der Tetanie führt. Der Widerspruch 
ist vielleicht nur ein scheinbarer, denn Behrendt und Freudenberg nehmen 
an, daß ‚‚der Spasmus als solcher nicht auf dem Wege motorischer Bahnen 
innerviert ist“, sondern daß eine motorisch-fibrilläre von einer tonischen 
Innervation zu scheiden ist. Die Verfasser sind der Ansicht, daß diese 
tonische Innervation vom autonomen Nervensystem abhängt. Bei den 
Untersuchungen Lockes und Overtons wären demnach andere ınyoneurale 
Verbindungen durch Calciumionenmangel geschädigt, als bei denen Behrendt 
und Freudenbergs und anderer Untersucher. 

2) F. S. Locke, Centralbl. f. Physiol. 8, 166— 167, 1894. 
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Overton!], die Magnesiumnarkose bedingt. Eine solche Ausschaltung des 
Calciums, die nicht in einer Calciumverlust zum Ausdruck zu kommen 
braucht, könnte man sich auch als eine Entionisierung der Ca-Ionen vor- 
stellen. Auf diesen Gedanken führte die Tatsache, daß die Magnesium- 
salze sich in ihrer Dissoziation anders verhalten als die Alkalien und die 
übrigen Erdalkalien, wie z. B. die Messung der elektrischen Leitfähigkeit 
ergibt. Hoeber?) vermutet deswegen, daß Magnesiumsulfat sich nicht 
in Me. und SO,” -Ionen spaltet, sondern komplexe Ionen (Me MepO, 
und SO, BO, Mey bildet. Da eine derartige Möglichkeit nicht aus- 
geschlossen ist, wäre es denkbar, daß bei einer Mischung von Magnesium- 
chlorid und Calciumchlorid ein teilweiser Austausch von Magnesium 
und Calcium stattfände, indem das Calciumion in die komplexen Ionen 
aufgenommen würde, so daß die Folge davon eine Verminderung der 
Calciumionen wäre. Diese Hypothese, die nur eine Möglichkeit der 
Calciumausschaltung darzustellen braucht, sollte zunächst durch Unter- 
suchung der Leitfähigkeit von Magnesiumchlorid- und Calciumchlorid- 
lösungen und Mischungen beider geprüft werden. Es mußte sich dabei 
unter Umständen zeigen, daß für die Mischlösung ein Leitfähigkeits- 
wert gefunden wurde, der kleiner war als das arithmetische Mittel 
der getrennt gefundenen Werte. Diese Vermutung traf nicht zu, sondern 
der für die Mischlösung gefundene Leitfähigkeitswert war dem arith- 
metischen Mittel gleich?). 

Damit war aber nicht gesagt, daß nicht doch eine Entionisierung des 
Calciums vorlag, denn eine solche brauchte nicht in einer Verminderung 
der Gesamtionenzahl, die ja allein für die Leitfähigkeitsmessung in 
Frage kommt, zum Ausdruck zu kommen. Es war denkbar, daß an 
die Stelle entionisierter Calciumionen wieder Magnesiumionen traten, 
so daß die Anzahl der Ionen in den Mischlösungen die gleiche blieb. 

Zur Entscheidung einer solchen Möglichkeit wurde ein biologischer 
Versuch herangezogen. Die Erfahrung, daß das isolierte Froschherz 
auf eine Verminderung des Calciumgehaltes der Durchspülungsflüssigkeit 
mit einer Verkleinerung der Amplitude reagiert, konnte bei der vor- 
liegenden Frage nutzbar gemacht werden. Es war dabei möglich, 
die Magnesiumwirkung mit einer langsamen Calciumentziehung zu 
vergleichen. 

Die Versuche wurden am Straubschen Froschherzpräparat vorgenommen 


und so ausgeführt, daß zunächst nach vollständiger Entfernung des Blutes 
aus dem Herzen 1 ccm Ringerlösung in die Kanüle gebracht und die Ampli- 


1) E. Overton, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 105, 176, 1904. 

2) R. Hoeber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe 1914, 
S. 547. Leipzig und Berlin, 4. Aufl. 

3) Die Versuche sind in meiner Dissertation (Halle 1921) ausführlich 
beschrieben. 
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tude des Herzschlages unter 
gleichzeitiger Beobachtung der 
Pulsfrequenz auf einem Kymo- 
graphion aufgezeichnet wurde. 
Verminderte man nun den 
Caleiumgehalt der Ringerlösung 
in der Weise, daß immer !/,„ cem 
der Ringerlösung entfernt und 
durch !/,, ccm kalkfreier Ringer- 
lösung ersetzt wurde, so zeigte 
sich ein treppenförmiges Ab- 
fallen der Amplitudenhöhe, von 
dem sich das Herz sofort erholte, 
sobald die kalkarme Lösung 
wieder durch Ringerlösung mit 
normalem Kalkgehalt ersetzt 
wurde. Nachdem so eine voll- 
ständige Wiederherstellung des 
Herzschlages erzielt war, wurde 
an demselben Herzen in einem 
zweiten Versuch in der Weise 
vorgegangen, daß jedesmal 
ljo cem durch !/, ccm einer 
Ringerlösung mit Magnesium- 
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agnesiumchlorid (0,28 Prom.). 


gung Casfreier Ringerlösung. Untere Kurve: 
DM, P60 bedeutet die Pulszahl pro Minute, 1 bis 16 die aufeinanderfolgende Zufügung von je Uwe ccm Cas»sfreier Ringerlösung bzw. Ringerlösung + Mg Cly. 


Be bei allmählicher Zufü 
ügung von JRingerlösung’+ 


rö 


zusatz von folgender Zusammen- Ee 
stellung: 6,0 NaCl, 0,1 CaCl,, ST" 
0,0755 KCI, 0,1 NaHCO,, 32 
0,14 MgCl,, Aqua dest. ad 1000,0 Es 
ersetzt wurde. (Die zugefügte LE 
MgCl,-Menge ist 0,1 CaCl, äqui- öx 
molekular.) Dabei blieb der F- 
Calciumgehalt der Ringerlösung FR: 
dauernd der gleiche,es wurde nur = £ 


steigend Magnesium zugesetzt fl. 
Das Bild eines solchen 
Versuches zeigt Abb. 1. 


ppenförmige 


Tre 
gleichmäßiger Abfall der Amplitudeng 


1) Bei einer anderen, hier 
nicht angeführten Versuchsreihe 
wurde so vorgegangen, daß bei 
der zweiten Kurve !/,, ccm der 
Ringerlösungdurch'!/,„cemeiner 
kalkfreien Ringerlösung, der in 
äquimolekularer Menge MgCl, 
zugefügt war, ersetzt wurde. Die 
Abnahme der Amplitudenhöhe 
war bei der zweiten Kurve in 
diesem Falle erheblich größer 
als bei der ersten, jedoch so 
wechselnd, daß daraus kein 
sicherer Schluß gezogen werden 
konnte. 


Straubsches Herz. Obere Kurve: 
Langsamer, 


Abb. 1. 
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Bei diesem Versuche wurde, um eine größere Wirkung zu erzielen, 
die hinzugefügte Magnesiumchloridmenge vermehrt; das Ergebnis ist 
das gleiche wie bei einer Ringerlösung, die 0,14 Prom. MgCl, enthält. 
Im Gegensatz zur Calciumentziehung hat eine Magnesiumzufügung 
keine schnell eintretende Wirkung, sondern ganz allmählich tritt, 
wie die zweite Kurve zeigt, eine Schädigung des Herzens ein, die aber 
durch Ringerlösung aufgehoben werden kann. Weitere Versuche, die 
zur Erklärung beitragen konnten, versprachen jedoch keinen Erfolg, 
' da das spontan schlagende Herz mit seinen automatischen Zentren 
und seiner verwickelten Erregungsleitung vielleicht ein zu kompliziertes 
Gebilde darstellt. 


Es wurden deshalb Versuche am Nervmuskelpräparat angestellt, 
an denen ja Nerv und Muskel getrennt untersucht werden konnten. 
Vor allem war dies ein Objekt, bei dem tatsächlich der Antagonismus 
Mg-Ca in seinem Angriffspunkt in den myoneuronalen Konjunktionen 
experimentell geprüft werden kann. Zunächst wurde der Versuch 
Wiechmanns (l.c.) noch einmal angestellt. Es zeigte sich, daB nach 
ungefähr 3 Stunden die indirekte Erregbarkeit eines Gastrocnemius 
durch Magnesiumzusatz in einer für den Muskel selbst unschädlichen 
Konzentration aufgehoben wurde, während die direkte Erregbarkeit 
erhalten blieb. Calciumchlorid stellte die indirekte Erregbarkeit 
wieder her. 


Da nun nach den Untersuchungen von F. B. Hofmann!) und 
R. Benda?) die Leistungsfähigkeit eines Muskels unter dem Einfluß 
von Salzen durchaus nicht im gleichen Sinne wie die Reizbarkeit ver- 
ändert zu werden braucht, wurde der Antagonismus Mg-Ca noch in 
folgender Weise geprüft: 


Ein Gastrocnemius von Rana esculenta oder Rana temporaria (Winter- 
fröschen) wurde mit seinem Nerven präpariert und in Ringerlösung an 
einem Schreibhebel aufgehängt. Der Nerv blieb dabei oberhalb des Muskels 
in einer feuchten Kammer. Nunmehr wurde sowohl für direkte als auch 
für indirekte Reizung die maximale Zuckung bei geringstem Rollenabstand 
festgestellt, und alle 5 Minuten bei diesem Rollenabstand zwei- bis viermal 
mit einem Öffnungsschlag außerhalb der Flüssigkeit gereizt und die Hubhöhe 
auf ein Kymographion aufgezeichnet. Die Größe der Zuckung bei indirekter 
Reizung sank nach Magnesiumzufügung bald beträchtlich unter die Zuckungs- 
höhe bei direkter Reizung, um auf Calciumzusatz wieder anzusteigen. Auch 
die Hubhöhe bei direkter Reizung sank im Verlauf des Versuchs, war aber 
zum Schluß größer als die Hubhöhe bei indirekter Reizung. 


Auch dabei zeigte sich der lähmende Einfluß des Magnesium auf die 
Nervenendapparate, der durch Calcium aufgehoben werden konnte Es 


1) F. B. Hofmann, Zur Theorie der Muskelkontraktion, Ber. d. naturw.- 
med. Vereins zu Innsbruck 80, 131, 1907, zit. nach Benda. 
2) R. Benda, Zeitschr. f. Biol. 68, 11, 1914. 
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ist dabei zu erwähnen, daß auch von R. Benda (l.c.) unter Magnesium- 
chloridzusatz eine Herabsetzung der Reizbarkeit und Leistungsfähigkeit 
des Muskels bei indirekter und direkter Reizung gefunden wurde. Eine 
nachfolgende Untersuchung der Calciumwirkung wurde von Benda nicht 
vorgenommen. Er konnte aber feststellen, daß eine Vermehrung des Calcium- 
gehaltes primär ebenfalls Reizbarkeit und Leistungsfähigkeit sowohl bei 
indirekter als bei direkter Reizung herabsetzt. Ein solches Verhalten, 
das anscheinend im Gegensatz zu dem beobachteten Antagonismus steht, 
ist sehr wohl möglich, denn es ist, wie die Versuche von R. Joseph und 
S.I. Melizer!) zeigten, durchaus nicht notwendig, daß ein Salz primär 
und sekundär die gleiche Wirkung ausübt. Die Verfasser konnten zeigen, 
daß sowohl m/10 NaCl- als auch m/10 CaCl,-Lösung primär injiziert die 
indirekte Erregbarkeit aufhebt, sekundär aber einerseits NaCl-Lösung die 
CaCl,-Wirkung, andererseits CaCl,-Lösung die NaCl-Wirkung antago- 
nistisch beeinflußt, so daß die Erregbarkeit wieder hergestellt werden kann. 


In weiteren Versuchen wurde nun die Magnesium- und Calcium- 
wirkung in ihrem Einfluß auf die Ermüdung des Muskels geprüft?). 
Die Versuche konnten auch hier den Antagonismus deutlich zeigen. 


Im einzelnen wurde dabei so vorgegangen, daß ein Gastrocnemius 
wie oben in Ringerlösung gebracht und dann vom Nerven aus rhythmisch 
im Abstand von 5 Sekunden durch einen Öffnunginduktionsschlag gereizt 
wurde. War infolge der Ermüdung eine deutliche Abnahme der Hubhöhe 
festzustellen, so wurde eine geringe Menge der Ringerlösung aus dem Gefäß, 
in dem sich der Muskel befand, entfernt, eine gleiche Menge isotonischer 
Magnesiumchloridlösung zugefügt und die rhythmische Reizung fortgesetzt. 
Infolge der eintretenden Lähmung war nach der Magnesiumzufügung immer 
eine schnellere Abnahme der Hubhöhe zu beobachten als zuvor. Setzte 
man nun nach erheblicher Verringerung der Kontraktionsfähigkeit Calcium- 
chlorid in isotonischer Lösung?) zu, ohne die Magnesiumchloridmenge in 
dem Gefäß zu vermindern, so trat immer eine weitgehende Wiederher- 
stellung der Hubhöhe ein. Das dabei beobachtete Verhalten zeigt Abb. 2. 


Auch der primäre Einfluß von Calciumchlorid, langsam der Flüssig- 
keit zugesetzt, wurde untersucht. Es zeigte sich dabei, abgesehen von 
einigen Versuchen, in denen eine geringe Aufwärtsbewegung der Er- 
müdungskurve oder eine Erhaltung der gleichen Hubhöhe beobachtet 
werden konnte, daß Calciumchlorid die Ermüdungskurve bei indirekter 
Reizung nicht wesentlich beeinflußt. Wohl aber hatte eine Calcium- 


1) R. Joseph und S. I. Meltzer, Zentralbl. f. Physiol. 28, 350, 1909. 

2) Der Einfluß von Calcium und Magnesium auf die Ermüdbarkeit 
des Muskels ist ebenfalls von Benda, allerdings mit anderer Methodik: 
tetanische Reizung, Durchströmung, untersucht. Der Verfasser stellte fest, 
daß sowohl Zufügung von Calcium als auch von Magnesium eine gesteigerte 
Ermüdbarkeit verursachte, und zwar, was auffallend war, nur bei indirekter 
Reizung, während er bei direkter Reizung gerade das entgegengesetzte 
Verhalten beobachtete: Es war unter Calcium- und Magnesiumzusatz die 
Ermüdbarkeit geringer als in der Normallösung. 

3) Es wurden dieselben Lösungen wie bei den Wägungsversuchen 
verwandt. 
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chloridzufügung immer eine günstige Wirkung, wenn die Ermüdungs- 
kurve in calciumfreier Ringerlösung geschrieben wurde. Dabei wurde 
im Verlaufe der Ermüdung die ganze Umspülungsflüssigkeit mit calcium- 
freier Ringerlösung vertauscht und dann allmählich isotonische Calcium- 
chloridlösung zugesetzt. Nachfolgende Abb. 3 zeigt einen solchen Versuch. 

Es wurde nun weiter untersucht, ob eine Magnesiumchlorid- 
zufügung bei indirekter Reizung den Einfluß der calciumfreien Ringer 
lösung verstärken kann. Nachdem eine deutliche Knickung der Er- 
müdungskurve durch den Calciummangel verursacht war, was zu- 
weilen erst erreicht werden konnte, wenn mehrmals die Umspülungs- 
flüssigkeit mit calciumfreier Ringerlösung vertauscht war, um auch 
aus dem Muskel möglichst viel Calcium herauszunehmen, wurde 
Magnesium zugefügt. Die Ermüdungskurve fiel dann nicht stärker 
ab. Das ließ sich noch besser zeigen, wenn an Stelie der calciumfreien 
Ringerlösung durch Zusatz von oxalsaurem Natrium der Kalk der 
Ringerlösung sofort ausgefällt wurde. Auch dabei verstärkte Magnesium 
die Wirkung caleiumfreier Ringerlösung nicht, wie Abb. 4 zeigt. 

Nach diesen Untersuchungen an der Ermüdungskurve des Muskels 
bei indirekter Reizung läßt sich feststellen, daß offenbar Magnesium- 
chlorid in gleicher Weise wirkt wie eine Calciumentfernung; eine Ver- 
stärkung der Wirkung calciumfreier Ringerlösung läßt sich jedenfalls 
nicht erzielen. 

Dies Ergebnis trifft aber nur für die Ermüdungskurve bei in- 
direkter Reizung zu. Versuche, die bei direkter Reizung des Muskels 
den Einfluß von calciunfreier Ringerlösung, Magnesiumchlorid und 
Caleiumchlorid in der Ermüdung feststellten, ließen einen ganz anderen 
Mechanismus der Salzwirkung am Muskel selbst erkennen. Während 
calciumfreie Ringerlösung die Ermüdungskurve bei direkter Reizung 
nicht beeinflußte, zeigten Caleiumchlorid und Magnesiumchlorid, in 
bestimmter Konzentration zugefügt, einen in gleicher Weise schädi- 
genden Einfluß. Eine antagonistische Wirkung trat nicht ein. 

Dies Ergebnis ist nicht auffallend, da nach Untersuchungen 
Höbers!) die Caleiumwirkung am Muskel eine ganz andere ist als an 
den Nervenendapparaten. Während am Muskel Calcium in seiner 
Wirkung durch zahlreiche andere zweiwertige Ionen ersetzt werden 
kann, ist das an den Nervenendapparaten nur in beschränktem Maße 
durch die Erdalkalien Barium und Strontium möglich. 

Die Annahme einer Verdrängung des Caleiums durch Magnesium, 
die nur für die myoneuronalen Verbindungen gelten kann, wird be- 
sonders durch den oben angeführten Versuch gestützt, bei dem Magne- 
sium in calciumfreier Ringerlösung bei indirekter Reizung offenbar 


1) R. Höber, Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 104, 1920. 
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keinen stärker schädigenden Einfluß ausübt. Jedenfalls wirkt Magne- 
sium offenbar nur dann auf die Nervenendapparate, wenn die Ringer- 
lösung kalkhaltig ist; der Antagonismus Ca-Mg aber beruht darauf, 
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RA. 5ccm 5ccm 
50 ccm Mg Ch Ca Ch 
Abb.2. Schneller Abfall der Ermüdungskurve nach Magnesiumchloridzufügung. Besserung nach 
Calciumzusatz. — M. gastr. Indirekte Reizung. RAL = Ringerlösung. 





A n n 
R.L. Sé am Allmähliche Zufügung von CaCl, (je 1 cem) 


ccm sL. 
Abb. 3. Schnellere Ermüdung in Ca freier Ringerlösung. Besserung durch CasZufügung. 
M. gastr. Indirekte Reizung. R.L. = Ringerlösung. 
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Abb.4. Nach Ausfällung des Kalks mit oxalsaurem Natrium starker Abfall der Ermüdungskurve, 
der durch Magnesiuinzusatz nicht verstärkt wird. Besserung durch Ca»Zufügung. 
M. gastr. Indirekte Reizung. RL = Ringerlösung. 
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daß das Calcium wieder mit größerer vis a tergo das Magnesium ver- 
drängt. Ein solcher Mechanismus, wie er für Magnesium und Calcium 
durch die Ermüdungsversuche wahrscheinlich gemacht wird, ist viel- 
leicht, da eine sofortige Entionisierung des Calciums durch Magnesium 
nach den Versuchen am Froschherzen nicht zutrifft, als eine gegen- 
seitige Adsorptionsverdrängung aufzufassen!). 


Zusammenfassung. 


1. Magnesium und Calcium haben beide eine entquellende Wirkung 
auf die Fibrinflocke. Ein antagonistisches Verhalten ist nicht festzustellen. 

2. Am Muskelbrei macht Magnesium eine Quellung, Calcium eine 
Entquellung; antagonistisches Verhalten ist hier vorhanden. 

3. Am lebenden isolierten Muskel läßt sich das aber, soweit eine 
Narkose in Frage kommt, nicht nachweisen; solange Magnesium eine 
reversible Lähmung verursacht, tritt keine Quellung auf, erst bei 
irreversibler Lähmung findet sich eine Gewichtszunahme. Calcium 
bewirkt am isolierten Muskel Entquellung. 

4. Die reversible Magnesiumlähmung kann durch Calcium am 
Muskel nicht aufgehoben werden. Es ist also am Muskel kein Ant- 
agonismus vorhanden. 

5. Der Antagonismus läßt sich nur an der myoneuronalen Ver- 
bindung zeigen. 

6. Eine Magnesiumwirkung auf die Nervenendapparate läßt sich 
nur in calciumhaltiger Ringerlösung feststellen, in calciumfreier Lösung 
hat Magnesium keinen besonderen Einfluß. 

7. Calcium hat sowohl in calciumfreier, als in magnesiumhaltiger 
Ringerlösung eine die Ermüdung hindernde Wirkung. 

8. Die Magnesiumwirkung ist nicht als eine Entionisierung des 
Calciums aufzufassen, sondern kann am ersten durch eine Verdrängung 
des Calciums durch Magnesium in den motorischen Endplatten erklärt 
werden, was sich aber selbstverständlich dem chemischen Nachweis 
entziehen muß, da die Mengen viel zu klein sind. 

9. Die Ausschaltung der Magnesiumwirkung durch Calcium 
beruht auf einem Ersatz des durch Magnesium verdrängten Calcium, 
das für die Funktion der Endplatten notwendig ist. 


1) Versuche, die am Modell der Fibrinflocke in dieser Richtung vor- 
genommen- wurden, verliefen allerdings negativ. Es wurde zu diesem Zweck 
eine Magnesium- oder Calciumlösung und ein Gemisch beider mit einer 
bestimmten Menge Fibrin in Berührung gebracht und die Konzentration 
der Lösung vor und nach der Berührung analytisch festgestellt. Es zeigte 
sich, daß diese unverändert blieb, also eine einfache Diffusion der Salz- 
lösungen in das Fibrin anzunehmen ist. 





Zur Frage 
der Differenzierung tierischer und pflanzlicher Diastasen. 


Von 
Torao Koga, Osaka (Japan). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 13. August 1923.) 


Die Frage, ob tierische Diastase identisch ist mit pflanzlicher 
Diastase, ist schon seit langem diskutiert worden und hat ihre Ent- 
scheidung erst in den letzten Jahren gefunden. 


Für den Unterschied zwischen beiden machte Defresne!) geltend, daß 
die Speicheldiastase bereits bei einer Temperatur von 65 bis 70°, nach 
Bourquelot?) sogar schon bei 58° unwirksam wird, während Malzdiastase 
lange nicht so empfindlich gegen diese Temperatur ist. Ferner fand Müller?), 
daß die Speicheldiastase gegen Salicylsäure noch bei einer Konzentration 
bis zu 1 Proz. unempfindlich ist, während Malzdiastase schon in einer 
0,05proz. Lösung dieser Säure gänzlich unwirksam wird. Von anderer 
Beite [Pugliese *)] wurde dann wieder überhaupt ein Unterschied beider 
Fermente bestritten und die Differenzen in ihrer Wirkung zurückgeführt 
auf irgend welche Beimengungen zu den Fermentlösungen, nicht auf die 
Fermente selbst. Dieses Argument hatte durchaus seine Berechtigung, 
denn es gibt zahlreiche Beispiele in der Fermentforschung, aus denen hervor- 
geht, daß ein und dasselbe Ferment sich ganz verschieden verhalten kann, 
je nachdem sich das Milieu ändert. Den tatsächlichen Beweis für die Diffe- 
renz zwischen tierischen und pflanzlichen Diastasen zu erbringen, ist erst 
Wohlgemuth°®) gelungen; denn er konnte zeigen, daß tierische Diastase 
durch Serum und ÖOrganpreßsäfte schon in großer Verdünnung (1:100) 
stark aktiviert wird, während Malzdiastase selbst bei Gegenwart von 
unverdünntem Serum nicht die geringste Beeinflussung seiner Wirkung 
erkennen läßt. 


Im Anschluß an meine eigenen Untersuchungen über den Diastase- 
aktivator des Serums®) habe ich zunächst die Versuche mit Malz- 
diastase wiederholt und für diese sowohl Dörr- wie Grünmalz verwandt, 
das wir aus dem Institut für Gärungsgewerbe in Berlin bezogen hatten. Die 


1) E. A. Defresne, Compar. sur la ptyaline, C. r. 89, 1070. 
3) Bourquelot, C. r. 104, 71. 

3) Müller, Journ. f. prakt. Chem., N.F. X, S. 444. 

4) Pugliese, Pflügers Arch. 69, 115. 

5) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 88, 303, 1911. 

6€) T. Koga, ebendaselbst. 
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Fermentlösung wurde so gewonnen, daß 10g Material in der Reibe- 
schale möglichst fein zerrieben und mit 50 cem destillierten Wassers 
angerührt wurden. Zur gründlichen Extraktion wurde das Gemisch 
unter häufigem Umrühren bis zum nächsten Tage bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Dann wurde der Extrakt durch scharfes Zentrifugieren 
vom Rückstande getrennt und zeigte leicht opaleszente Beschaffenheit. 
Die Wirkung dieser aus den beiden Malzsorten so hergestellten Ferment- 
lösungen schwankte zwischen D% = 160 bis 320. 

Auf diese beiden Lösungen ließ ich nun einerseits zehnfach ver- 
dünntes Serum, andererseits die für die Verdünnung des Serums ver- 
wandte Kochsalzlösung einwirken und verglich diese beiden Reihen 
mit einer solchen aus Fermentlösung + destilliertem Wasser. Dabei 
zeigte sich, so oft ich auch die Versuche mit Serum der verschiedensten 
Art und in der verschiedensten Konzentration anstellte, nicht die 
geringste Beeinflussung. 

Als Beleg führe ich aus meinen zahlreichen Protokollen nur je 
einen Versuch an. 
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Aus dieser Tabelle geht hervor, daß sowohl Dörrmalz wie Grünmalz 
weder durch Serum noch durch Kochsalz in ihrer Wirkung irgendwie 
beeinflußt werden. 

Sodann untersuchte ich, wie die Diastase von Pilzen sich dem 
Serumaktivator gegenüber verhält. Und zwar wählte ich zuerst den 
Aspergillus oryzae, welcher die Takadiastase erzeugt. Sie kommt als 
gelbliches Pulver in den Handel und hat starke amylolytische Eigenschaft. 

Mit einer lproz. Lösung stellte ich mehrere Versuche an unter 
Verwendung von teils verdünntem, teils unverdünntem Serum und 
von Kochsalzlösung. Das Resultat war in allen Fällen das nämliche. 
Als Beleg führe ich einen solchen Versuch an. 








III I EEEE+E+H+ 





IS 
BIEI LKtebekäbekerk 
SE EFF 


ERC 


EA 
bi 
© 


Differenzierung tierischer und pflanzlicher Diastasen. 161 


Serum Serum lproz. Na ci | SCH 
Fermentmenge SE (1:10) lösun us 
€ | Dar | 1,0ccm l 1,0 cc = KÉ ES 











EE EE E EE 
ENEE EE EE E 
EE EE E EE 





Ži | ++++++H++++ 


Dh =| 250 | 250 ` 2 

Sämtliche Versuche ergaben übereinstimmend ein negatives 

Resultat. Es ließ sich niemals auch nur die kleinste Förderung der 
Diastasewirkung konstatieren. 

Ich habe dann noch einen anderen Diastase produzierenden Pilz 
auf sein Verhalten dem Serum gegenüber geprüft, und zwar verwandte 
ich Amylomyces Delamar, den uns freundlicherweise Herr Dr. Glaubitz, 
Abteilungsvorsteher am Institut für Gärungsgewerbe, zur Verfügung 
stellte, wofür wir ihm unseren besten Dank sagen möchten. Der Pilz 
wuchs auf einem Nährboden, der ausschließlich aus Würzeagar bestand, 
in filz- bzw. watteartigem Zustande. Die Masse wurde mit Hilfe eines 
Spatels von dem Nährboden abgehoben und in einer Reibeschale mit 
Wasser gut verrieben und blieb bis zum nächsten Tage im Eisschrank 
stehen. Danach wurde abzentrifugiert und mit dem Extrakt ein analoger 
Versuch angestellt wie bei der Takadiastase. Im Gegensatz zu jener 
enthielt dieses Extrakt nur sehr wenig Diastase, der Wert betrug in 
einem 24stündigen Versuche nur EE = 8. Dementsprechend wurden 
in den einzelnen Reihen nicht je 5, sondern nur je 1,0 ccm 1 proz. Stärke- 
lösung verwandt. Das Serum wurde in 100facher Verdünnung mit 
l proz. Kochsalzlösung und nach 30 Minuten langem Erhitzen in sieden- 
dem Wasser zugesetzt. Der Versuch wurde auf 24 und auf 48 Stunden 
EE e Resultat ist aus folgender Tabelle ersichtlich. 
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Auch hier sehen wir nicht die geringste Beeinflussung der Diastase 
durch das Serum. Wir haben also bei Amylomyces Delamar das gleiche 
Verhalten wie bei der Takadiastase. 

Ich habe nun weiter versucht, ob nicht ein pflanzlicher Extrakt 
eine aktivierende Wirkung auf die pflanzliche Diastase auszuüben 
vermag. Von der Hefe wissen wir z. B., daß man durch Kochen aus 
ihr ein Co-Enzym gewinnen kann, das in hohem Maße befähigt ist, 
die Gärkraft der Hefe zu verstärken. Es war deshalb nicht unwahr- 
scheinlich, daß ein pflanzlicher Extrakt eher dazu befähigt war, pflanz- 
liche Diastase in ihrer Wirkung zu verstärken als eine tierische Flüssigkeit. 

Zu diesem Zwecke stellte ich mir aus Hefe und Malz verschiedene 
Extrakte her und ließ sie auf Takadiastase und Malzdiastase wirken. 
Die Extrakte waren meist zehnprozentig und aus Hefe teils in der 
Kälte, teils durch Erhitzen, aus Malz immer durch Kochen gewonnen. 
Sie blieben jedoch stets ohne Wirkung auf pflanzliche Diastasen. Bei 
Versuchen dagegen mit tierischer Diastase (Pankreatinextrakt) war 
mit den durch Erhitzen gewonnenen Extrakten stets eine deutliche, 
wenn auch nicht starke Aktivierung zu erkennen. Mit der von mir 
in der früheren Arbeit beschriebenen Methodik wurden an Aktivierungs- 
einheiten (A-E) für Hefeextrakt 8 bis 16, für Malzextrakt 1 bis 2 fest- 
gestellt (für menschliches Serum A-E = 64 bis 125). 

Die Beobachtung, daß pflanzliche Diastase von Serum in ihrer 
Wirkung unbeeinflußt bleibt, legte den Gedanken nahe, zu untersuchen, 
wie sich die Diastase in Bakterien verhält. Ihrer ganzen Entwicklung 
nach muß man die Bakterien zu den Pflanzen rechnen, und man mußte 
danach erwarten, daß die in ihnen enthaltene Diastase den pflanzlichen 
Typus zeigen würde, d. h. sie durfte weder durch Kochsalz, noch vor 
allem durch verdünntes Serum irgend eine Beeinflussung erkennen 
lassen. 

Das Material für bakterielle Diastase lieferte uns Bact. coli und 
Bact. pyocyaneus. In der Regel werden diese Bakterien auf Nährboden 
gezüchtet, die außer den üblichen Bestandteilen noch Pepton enthalten. 
Um aber jede Beeinflussung durch tierisches Material von vornherein 
auszuschließen, wurden Kulturen von Bakterien auf Nährboden an- 
gesetzt, die kein Pepton, sondern in der Hauptsache 1 Proz. Harnstoff- 
agar und einige Salze enthielten. Herr Dr. Meyer, Direktor der bak- 
teriologischen Abteilung des Rudolf-Virchow-Krankenhauses, hatte die 
große Freundlichkeit, für uns diese Kulturen anzusetzen, wofür wir 
ihm auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 
Das Bakterienmaterial gewann ich so, daß ich den Rasen mit einem 
Spatel vom Nährboden abhob und in einer Reibeschale mit wenig 
destilliertem Wasser verrieb und unter häufigem Rühren bei Zimmer- 
temperatur einige Zeit stehen ließ. Ich benutzte für meine Versuche 
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stets die ganze Aufschwemmung, ohne die Bakterien abzutrennen, 
und verfuhr so, daß ich mit der Aufschwemmung zwei absteigende 
Reihen ansetzte, wobei ich zur Verdünnung stets destilliertes Wasser 
verwandte. Die eine wurde dann versetzt mit je 1,0 ccm 100fach ver- 
dünntem Serum, das durch 30 Minuten langes Erhitzen im Dampfbade 
von seinen Diastaseresten gänzlich befreit war; die andere erhielt zur 
Kontrolle in jedes Gläschen 1,0 ccm destilliertes Wasser. Entsprechend 
dem natürlich sehr geringen Diastasegehalt der Bakterienauf- 
schwemmung, gab ich zu den Gläschen 2,0ccm lproz. Stärkelösung zu, 
überschichtet mit Toluol, und stellte die Reihen auf 24 Stunden in den 
Brutschrank. Nach Ablauf der Frist entnahm ich aus jedem Gläschen 
einen ganz kleinen Teil des Inhaltes und prüfte auf Porzellanplatten 
durch Zusatz von einigen Tropfen n/50 Jodlösung den Grad des Stärke- 
abbaues. Dabei zeigte sich, daß in den Serumreihen die Stärkeverdauung 
unvergleichlich viel weiter gegangen war als in den entsprechenden 
Kontrollreihen. 

Die Versuche mit Bact. coli und Bact. pyocyaneus wurden je 
zweimal ausgeführt und ergaben stets das gleiche Resultat. Ich teile 
dasselbe in folgender Tabelle mit: 
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Aus dieser Tabelle geht ohne Zweifel hervor, daß die im Bact. coli 
und pyocyaneus enthaltene Diastase schon durch die Gegenwart von 
ganz verdünntem Serum in ihrer Wirkung sehr stark aktiviert wird. 
Wir haben also in diesen Bakterien eine Diastase festgestellt, welche 
den Typus der tierischen Diastase zeigt. 

Dieser Befund ist sehr auffallend. Denn a priori war zu erwarten, 
daß man ebenso wie in Sproßpilzen auch in Bakterien eine pflanzliche 
Diastase antreffen würde. Das ist aber nicht der Fall. Die oben mit- 
geteilten Versuche lassen es außer jedem Zweifel, daß Coli und Pyo- 
ceaneus eine tierische Diastase produzieren, wenngleich sie ihrem 
ganzen biologischen Verhalten nach den Pflanzen zuzurechnen sind. 

11* 


164 T. Koga: Differenzierung tierischer und pflanzlicher Diastasen. 


Diese immerhin befremdliche Tatsache findet vielleicht ihre Er- 
klärung darin, daß beide Bakterien, wenngleich sie pflanzenartige 
Gebilde sind, im Tierkörper wachsen und sich fortpflanzen. Durch 
den innigen Konnex mit dem tierischen Organismus und die ständige 
Aufnahme tierischer Stoffwechselprodukte haben sich vielleicht all- 
mählich ihre Fermente dem Milieu angepaßt und Eigenschaften an- 
genommen, die sie im Anfang der Entstehung der Art nicht hatten, 
und die sie vielleicht auch nicht bekommen hätten, wenn die betreffenden 
Bakterien ständig nur auf pflanzlichem Nährboden gewachsen und sich 
fortgepflanzt hätten. 

Es wäre nun interessant, zu versuchen, ob es gelingt, durch Züchtung 
beispielsweise von Bact. coli auf pflanzlichem Nährboden die Diastase 
so zu verändern, daß sie schließlich ihre tierische Eigenschaft einbüßt 
und gegen Kochsalz, besonders gegen Serum, unempfindlich wird. 
Sodann müßte man noch andere Bakterien, die nur auf pflanzlichem 
Nährboden wachsen, bezüglich des Verhaltens ihrer Diastase dem 
Serumaktivator gegenüber prüfen. Möglich, daß sich hier Unterschiede 
dem Bact. coli und dem Bact. pyoceaneus gegenüber ergeben. Wie 
die Versuche aber auch ausfallen mögen, in jedem Falle haben wir in dem 
Serumaktivator ein bequemes Mittel, tierische von pflanzlichen Diastasen 
schnell und sicher voneinander zu unterscheiden. 

Die Arbeit ist zum Teil aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimt- 
Hosht-Stiftung verdanken. 


Der Fettstoffwechsel bei der Avitaminose. 


III. Mitteilung. 


Der Fett- und Cholesteringehalt der Leber nach der Phosphorvergiftung 
bei normalen, hungernden und avitaminösen Ratten. 


Von 
Kazuo Asada (Kioto, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 13. August 1923.) 


Meine früheren Arbeiten (1) über den Fettstoffwechsel bei Avita- 
minose, wie die Untersuchungen von Susuki (2), Ogata (3), Collazo 
und Bosch (4) u. a. haben gezeigt, daß bei dieser Krankheit Störungen 
auftreten, die zu einer starken Fettbewegung innerhalb des Körpers 
führen. Der Fettgehalt und, damit Hand in Hand gehend, auch der 
Cholesteringehalt des Gesamtkörpers nimmt ab, wobei der Gehalt 
des Blutes an den genannten Substanzen gesteigert ist. Die Größe 
der Blutfett- bzw. Cholesterinzunahme hängt ab von dem Stadium 
der Krankheit, insbesondere von der Intensität, mit der die Fettdepots 
mobilisiert und eingeschmolzen werden. 

In der Phosphorvergiftung haben wir nun ebenfalls ein Mittel, 
um die Fettmobilisation und die Fettbewegung im Körper zu steigern. 
Während bei der Avitaminose die Oxydation herabgesetzt ist, führt 
die Phosphorvergiftung nach Sekita (5) zu einer kleinen Steigerung 
des Gesamtumsatzes; der Fettumsatz ist bei hungernden, phosphor- 
vergifteten Mäusen wenig, bei gefütterten Tieren aber mehr erhöht, 
wobei im letzten Falle gleichzeitig der Gesamtumsatz ein wenig träger 
als normal verläuft. 

Im wesentlichen aber haben wir es bei der Phosphorvergiftung 
mit einer Wanderung des Fettes aus anderen Körperprovinzen zur 
Leber zu tun [Athanasiu (6). Daß daneben der Phosphor auch auf 
den Umsatz der Kohlehydrate, besonders des Glykogens (Athanasiu) 
wirkt, und daß dadurch sekundär auch die Fettverbrennung beeinflußt 
werden muß, ist einleuchtend. 
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Es war daher von Interesse, einmal das Zusammenwirken der 
beiden, die Fettbewegung steigernden Faktoren: Avitaminose und 
Phosphorvergiftung, im Experiment zu beobachten. Vielleicht gaben 
uns diese Versuche auch weitere Aufschlüsse über das Wesen des avita- 
minösen Zustandes, wenn wir die Reaktionen des avitaminösen Körpers 
auf einen genau definierten, krankmachenden Reiz studierten. 

Ich habe nun Versuche in folgender Weise angestellt. Ich hatte 
drei Gruppen von Ratten. Alle Gruppen bekamen dasselbe Grund- 
futter. Dieses bestand aus folgender Mischung, bei der die tägliche, 
auf ein Tier entfallende Menge angegeben ist. 


SPECK: = p 2 2. u... 4 a Eh 3,08 

Geschliffener Reis . . . . 2. .... 7,0g 

Weizeneiweiß . . 2. 2 2. 2 2200. 0,5g 

Caso a A e a ee a 0,5g 

Mohrrüben (frisch) `... 3,08 
(oder getrocknet 0,4 g) 

Osborns Salzgemisch . . . ..... 0.38 


Aqua destillata ad libitum. 


Der Reis wurde erst mit dem Wasser gekocht, und danach wurden 
dem Reisbrei die anderen Substanzen zugesetzt. 

Die erste Gruppe (Normaltiere) bekam dieses Futter. Die zweite 
Gruppe (Hungertiere) wurde in gleicher Weise ernährt und dann 4 Tage 
hungern, aber nicht dursten gelassen. Die dritte Gruppe (vitaminfreie 
Tiere) erhielt das nämliche Futter, nur waren die Mohrrüben, der 
Reis, das Casein und das Weizeneiweiß vorher 3 Stunden bei 135° bis 
140° C, der Speck aber 5 Stunden bei 155°C autoklavisiert worden; 
der Reis war vor der Autoklavisierung noch sehr sorgfältig gewaschen 
worden. 

Die Phosphordosis war folgendermaßen gewählt worden. Jedes 
Tier bekam 3,3 mg Phosphor, auf l kg Lebendgewicht berechnet, in 
einer lproz. Lösung des Phosphors in Olivenöl als einmalige Injektion 
subkutan unter die Rückenhaut gespritzt. Im ganzen wurden 64 Ratten 
zu den Versuchen benutzt. Es waren junge, im Wachstum befindliche 
Ratten, die verschiedenen Würfen entstammten. 

In Tabellen I und Ia sind zunächst die Durchschnittswerte für 
Fett- und Cholesterin der Leber bei Ratten von drei Gruppen zusammen- 
gestellt, die nicht mit Phosphor vergiftet worden waren. Die Zahlen 
in der Tabelle I geben den Prozentgehalt der analysierten Substanzen, 
auf die Trockensubstanz der Leber berechnet, in der Tabelle Ia auf 
die frische Substanz der Leber berechnet, an. 

Aus dieser Tabelle ergibt sich, daß der Leberfettgehalt bei den 
Normaltieren am größten ist. Bei den Hungertieren ist er herabgesetzt. 
Bei den vitaminfreien Tieren ist er im mittleren Stadium der Avita- 
minose so stark herabgesetzt: wie bei den Hungertieren, im späteren 
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Tabelle I. 
i nn Vitamin infrei Tiere Vitaminfrei . 
Normaltiere 6. bis 7. Woche Tiere S ger EICHE 
u 12. bis Be 
nu Br getötet spont. at. gestorb. 13. Woche SES 
Gesamtfett. . . 4,93 3,46 3,18 4,14 3,40 
Neutralfett. . . 4,07 2.52 2.20 3,36 1,72 
Cholesterin. . . 0.86 0,94 0.98 0,78 1,69 
Tabelle Ia 
Gesamtfett. . . 1,17 0,72 0.69 1,06 0,84 
Neutralfett. . . 0,96 0,59 0.48 0,84 0,41 
Cholesterin. . 0, 22 0.13 0,21 0.20 0,43 


Stadium der Krankheit, bei vollständiger Avitaminose, aber wieder 
gesteigert, ohne allerdings den Wert bei den Normaltieren zu erreichen. 

Man wird nicht fehlgehen, wenn man annimmt, daß bei der Avita- 
minose die anfängliche Abnahme des Leberfettes auf dem Schwund 
der Fettvorräte beruht, die spätere Zunahme aber ein Ausdruck der 
Degeneration des Leberparenchynss ist, bei der sich an Stelle des hoch- 
wertigen Protoplasmas minderwertiges Fett setzt. Es ist das wieder 
ein Beweis dafür, daß trotz der Fettabnahme des Gesamtkörpers 
einzelne Organe bei der Avitaminose fettreicher werden können, worauf 
schon Susuki hingewiesen hat. 

Die Cholesterinwerte gehen nicht mit den Fettwerten parallel. 
Die Leber verarmt etwas an Cholesterin progressiv mit der fortschreiten- 
den Avitaminose. Stepp (7) fand ja auch die Galle eines avitaminösen 
Hundes cholesterinfrei. Beim Hungertiere nimmt das Fett stärker ab 
als das Cholesterin, das fast auf das Doppelte vermehrt. ist. 


Tabelle II. 


l ,  Vuspteich | E 
Normaltiere l Tiere age 
8. bis 9, Woche Hunger 








Gesamtfett. . 7,76 6.29 2,78 

Neutralfett. . 5,02 4,58 1,65 

Cholesterin. . 2,75 1,71 1,13 
Tabelle IIa. 

Gesamtfett.. . 172 ` 1,62 0,57 

Neutralfett.. . 1,12 | 1,19 0,33 

Cholesterin. . ` 059 | 0,42 0,23 


In den Tabellen II und Ila habe ich die Durchschnittswerte für die 
mit Phosphor vergifteten Tiere der drei Gruppen zusammengestellt. 
Hier wurde immer gleichzeitig mit dem spontanen Tode einer phosphor- 
vergifteten Ratte (Hungerratte) je ein Normaltier und ein vitamin- 
freies Tier getötet, die natürlich alle zur gleichen Zeit, wie die Hunger- 
tiere, ihren Phosphor erhalten hatten. In der Tabelle II sind die Werte 
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auf die Trockensubstanz, in der Tabelle IIa auf die frische Substanz 
der Leber berechnet. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, daß die Leber der phosphor- 
vergifteten Hungertiere am fettärmsten, die Leber der phosphor- 
vergifteten avitaminösen Tiere aber nur wenig fettärmer als die Leber 
der phosphorvergifteten Normaltiere ist, die den größten Fettgehalt 
hat. Ein Vergleich der Tabelle II mit der Tabelle I ergibt, daß zwischen 
dem Leberfettgehalt hungernder und phosphorvergifteter Hungertiere 
nur ein geringer Unterschied in dem Sinne besteht, daß der Leberfett- 
gehalt der phosphorvergifteten Hungertiere etwas herabgesetzt: ist. 
Dasselbe fand Sekita für den Fettgehalt des Gesamtkörpers bei solchen 
Tieren. 

Andererseits ist aber das Leberfett der phosphorvergifteten Normal- 
tiere und vitaminfreien Tiere beträchtlich vermehrt im Vergleich zu 
dem Leberfett der nicht phosphorvergifteten Normaltiere und vitamin- 
freien Tiere. Das zeigt, daB auch noch in dem vorgeschrittenen Stadium 
der Avitaminose eine starke Fettwanderung nach und Fettaufnahme 
durch die Leber unter dem Eindruck der Phosphorvergiftung statthat. 
Die Cholesterinwerte der Leber werden ebenfalls durch die Phosphor- 
vergiftung bei Normaltieren und avitaminösen Tieren gesteigert. Die 
avitaminösen Hungertiere zeigen jedoch mit der Fettabnahme auch 
eine leichte Cholesterinabnahme der Leber nach der Phosphorvergiftung. 

















Tabelle IIb. 
en E Si es 
Normal | Hunger 1 a d 
: ee re en, 
In der In der | Inder ! In der i In der In der ' 
Trocken» | frischen Trocken» , frischen | Trocken: | frischen 




















substanz | Substanz | substanz | Substanz | substanz Substanz 
EE __ Proz. -S Proz, Proz. „ Proz. | Proz. Proz. 
Gesamtfett 
Vergiftete Tiere `, . . di 7,76 1,72 | 0,57 || 6,29 1,62 
Nicht vergiftete Tiere .| 4, 93 1,17 0, ‚34 | 3,80 0.88 ` 
Differenz | +2,83 | +0,55 Br: Sr | +2,49 | +0,74 
Neutralfett 


Vergiftete Tiere . . Ir | 1,12 | 165; 033° 458 ' 119 
Nicht vergiftete ' Tiere . 0.96 | 172 | 0.41 | 2,94 1.0971 


Differenz Ge e — 0,07 | — 0,08 | | +1,64 +0,48 


Cholesterin 
Vergiftete Tiere . . 2,15 0,59 1,13 023 171, 0,42 
Nicht vergiftete Tiere 0,86 0,22 1,69 0,43 086 016 


Differenz a | +0,37 |— 0,56 | — 0,20 | +0,85 | +0,22 











Diese Tabelle zeigt, daß nach gleicher einmaliger Phosphorvergiftung 
und gleicher Lebensdauer nach der Phosphorinjektion die Leber der 
Hungertiere an Gesamtfett, Neutralfett und Cholesterin verarmt im 
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Vergleich zu der Leber nicht vergifteter Hungertiere, daß aber die 
Leber phosphorvergifteter avitaminöser Tiere an allen diesen Sub- 
stanzen reicher wird im Vergleich zu der Leber nicht phosphorvergifteter 
avitaminöser Tiere. Hier zeigt sich also ein deutlicher Unterschied 
zwischen dem Verhalten des avitaminösen und des einfach hungernden 
Körpers bei der Phosphorvergiftung. Im Vergleich zu normal ernährten 
phosphorvergifteten Tieren zeigen die avitaminösen Tiere nach der 
Phosphorvergiftung eine stärkere Zunahme des nicht oxydierten Neutral- 
fettes und eine geringere Zunahme des Cholesterins in der Leber. 

In der Tabelle III und IIIa habe ich die Durchschnittswerte aller 
derjenigen Tiere zusammengestellt, bei denen die Analyse der Leber 
erst gemacht wurde, nachdem die Tiere infolge ihrer Phosphorvergiftung 
spontan gestorben waren. In der Tabelle III sind die Werte auf die 
Trockensubstanz, in der Tabelle IIIa auf die frische Substanz der 
Leber berechnet. 

Bei der Durchführung dieser Versuche zeigte sich nun die auf- 
fallende Tatsache, daß die avitaminösen Tiere eine sehr stark gesteigerte 
Empfindlichkeit gegen Phosphor erkennen ließen. Die einmalige Dosis, 
die ein avitaminöses Tier etwa innerhalb 24 Stunden tötete, (0,0009 g 
Phosphor pro 100g Tiergewicht) mußte in wiederholten Injektionen, 
fünf- bis sechsmal an verschiedenen Tagen, bis im ganzen auf das 
Zehnfache gesteigert werden, um ein Normaltier schließlich auch zu 
töten. Die Hungertiere verhielten sich wie die avitaminösen Tiere. 


Tabelle III. 
E | | Avitaminöse | Hungertiere 
Normaltiere Ä ee 4 Tage 
ae Se e Sec: E em GC = T On 
Gesamtfett. . 14,95 18,86 2,40 
Neutralfett. . 13,33 17,46 1,75 
Cholesterin. . 1,62 1,39 0,65 
Tabelle Illa. 
Gesamtfett. . "` 4,77 ` 5,73 0,64 
Neutralfett. . ` 4,30 5,:8 0,48 
Cholesterin. . 0,49 | 08 0,16 


Das merkwürdigste an dieser Tabelle ist die enorme Fettvermehrung 
der Leber der avitaminösen Tiere nach der Phosphorvergiftung im 
Spätstadium der Krankheit, in dem allerdings auch schon, wie die 
Tabelle I zeigte, der Fettgehalt der Leber ohne Phosphorvergiftung 
sich stark dem Fettgehalt der Leber des nicht phosphorvergifteten 
Normaltieres nähert. Die Neigung zur Fettansammlung in der Leber 
in diesem Stadium der Avitaminose wird also ganz beträchtlich ver- 
stärkt durch die Phosphorvergiftung. Die Leber ist in diesem avita- 
minösen Stadium praktisch glykogenfrei. Nun steht nach Sekita und 
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Rosenfeld (8) die Fettverbrennung im engen Zusammenhang mit der 
Kohlehydratverbrennung. Fett werde im Feuer der Kohlehydrate 
verbrannt, sagt Rosenfeld. 

Vielleicht haben wir hierin den Schlüssel zum Verständnis memer 
Beobachtung. Alles noch mobilisierbare Fett des Körpers strömt bei 
diesen starken Phosphorvergiftungen den sich verfettenden Organen, 
und insbesondere der Leber im avitaminösen Organismus zu, aber 

eine Verbrennung findet wegen des Glykogenmangels nicht statt wie 
_ bei vitaminhaltig ernährten Körpern. Nach Sekita ist selbst nach 
intrarektaler Phosphorvergiftung bereits 24 Stunden später das Bild 
der Phosphorvergiftung des ganzen Körpers vollständig ausgeprägt. 
Das zeigen auch meine Versuche an den avitaminösen Ratten bei 
subkutaner Phosphorzufuhr. Da die avitaminösen Tiere schon 
24 Stunden nach der Phosphorinjektion starben, hatte die Leber auch 
schon gar keine Zeit, das ihr zugeführte Fett bei dem durch die Avita- 
minose an sich schon herabgesetzten Oxydationsvermögen zu ver- 
brennen. Dazu kommt dann noch, wie ich schon sagte, der Glykogen- 
mangel als verstärkendes Moment. 

Wenn wir nun sehen, daß bei der Phosphorvergiftung die Fett- 
deponierung in der avitaminösen Leber noch in so ausgedehntem Maße 
möglich ist, dann könnte man daraus einen Widerspruch zu meinen 
früheren Beobachtungen über das herabgesetzte Fettstapelungs- 
vermögen des Körpers bei der Avitaminose herleiten. Dagegen kann 
man aber einwenden, daß trotz einer an sich vorhandenen Herab- 
‚setzung dieses Vermögens bei der Avitaminose dennoch unter dem 
Eindruck eines so gewaltigen Reizes, wie ihn die Phosphorvergiftung 
hervorruft, diese Funktionsschwäche der Zelle überkompensiert zu 
werden vermag, und daß meine frühere Beobachtung nicht für akut 
degenerierende Zellen zutrifft. 

Bemerkenswert ist ferner, daß bei dieser starken Phosphorzufuhr 
der Cholesterinwert der Leber eine größere Höhe erreicht, jedenfalls 
höher wird, als er dem entsprechenden Avitaminosestadium zukommt, 
wenn keine Phosphorvergiftung vorliegt. Man muß hier die avitaminösen 
Tiere in der 12. bis 13. Woche der Krankheit in der Tabelle III und I 
vergleichen. 

Die Hungertiere in der Tabelle III verhalten sich im wesentlichen 
wie diejenigen der Tabelle II, nur daß der Cholesteringehalt der ersten 
ein wenig geringer ist. 

Bei meinen Versuchen habe ich die Analysenwerte sowohl auf die 
Trockensubstanz, wie auch auf die frische Substanz der Leber berechnet. 
Es verlohnt sich, da ich ja über eine größere Zahl von Trockensubstanz- 
bestiimmungen der normalen, wie der avitaminösen Leber, wie auch der 


Leber von Hungertieren verfüge, noch einige Worte zu den Veränderungen 
im Wassergehalt der Leber bei diesen verschiedenen Zuständen zu sagen. 
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In der folgenden Tabelle IV ist der prozentige Wassergehalt der Leber 
bei den verschiedenen Tiergruppen zusammengestellt. 


Tabelle IV. 


Vitaminfr. ‚Tiere Vitaminfr. Tiere 
Normaltiere | 6. bis 7. Woche 12.bis13. Woche , „ Huagertiere 
| | der Krankheit der Krankheit ge Mung 





H,O- Gehalt d. ER Sa , 76,8 Proz. , 81,3 Proz. | 746 Proz. 15.3 Proz. 




















Aus dieser Tabelle IV ergibt sich, daß die Leber der Ratten im mittleren 
Stadium der Avitaminose etwas (etwa 4,5 Proz.) wasserreicher, und in dem 
späteren Stadium der Krankheit ein wenig (etwa 2,2 Proz.) wasserärmer als 
normal wird. 

Morinaka (9) hat bei Versuchen im hiesigen Laboratorium bei Ratten 
folgende Werte für den Wassergehalt der Leber gefunden: 


Normal ernährte Tiere . . . 0... 76,60 Proz. 
81, Wochen vitaminfrei srnährte Tiere . éi TaD äs 


Die Morinakaschen Ratten standen hinsichtlich der Dauer der Krank- 
heit zwischen meinen Tieren der 6. bis 7. Woche und meinen Tieren der 
12. bis 13. Woche. Der Wassergehalt der Leber hatte bei den Morinaka- 
schen Ratten also den Höhepunkt schon überschritten, aber er war immer 
noch übernormal groß (+ 0,95 Proz.). 

Aus allen diesen Beobachtungen geht hervor, daß durch die Avitaminose 
überhaupt nur sehr geringfügige Schwankungen im Wassergehalt der Leber 
hervorgerufen werden. Das gleiche gilt auch für den Gesamtkörper, wie 
Morinaka (10) schon früher gezeigt hat. Im Hungerzustande, und zwar bei 
kurzfristigem Hunger, sinkt der Wassergehalt der Leber ein wenig (etwa 
1,6 Proz.). 

Über die Veränderungen des Wassergehaltes der Leber bei der Phosphor 
vergiftung gibt folgende Tabelle V Aufschluß. 


Tabelle V. 


3 Vitaminfr. Tiere S 
Normaltiere 8. bis 9 o Woche Hungertiere 











H, o- Gehalt d. Teber , 771,5 Proz. 68.7 / Proz. 79,9 Proz. 


Hiernach nimmt der Wassergehalt der Leber nach der Phosphor- 
vergiftung bei den Hungertieren deutlich zu. bei den vitaminfreien Tieren 
stark ab, bei den Normaltieren bleibt er fast unverändert. 


Schlußfolgerungen. 


l. Der Gesamtfettgehalt der Leber sinkt im Verlaufe der Avita- 
minose, um gegen Ende der Krankheit wieder etwas anzusteigen, eine Er- 
scheinung, die man als Ausdruck der eintretenden Organverfettung 
ansprechen kann. Nach viertägigem Hungern erreicht der Fettgehalt 
der Leber vorher normal ernährter Tiere einen Wert, der dem Fettgehalt 
dieses Organs in den mittleren Perioden der Avitaminose entspricht. 
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2. Der Cholesteringehalt der Leber ist beim Hungertiere deutlich 
vermehrt, bei der Avitaminose nimmt er aber progressiv mit der fort- 
schreitenden Krankheit ab. 


3. Nach der Phosphorvergiftung vermindert sich der Gesamt- 
fettgehalt der Leber beim Hungertiere. Die Leber des Normaltieres 
und des avitaminösen Tieres wird fettreicher. Bei starker Vergiftung 
und rasch erfolgendem Tode ist der Gesamtfettgehalt der völlig avita- 
minösen Leber höher als derjenige der noch stärker vergifteten normalen 
Leber, wobei aber zu bemerken ist, daß die Lebensdauer des vergifteten 
Normaltieres bedeutend länger war als die des avitaminösen Tieres, 
so daß also bei ersterem aus diesem Grunde schon, ganz abgesehen 
von der höheren Oxydationskraft beim Normaltiere, wie dem Gly- 
kogenreichtum der Leber beim Normaltiere, Gelegenheit zu gesteigerter 
Fettverbrennung gegeben war. Das von der avitaminösen Leber auf- 
genommene Fett wird also weniger verbrannt. 


4. Der Cholesteringehalt der Leber phosphorvergifteter Normal- 
tiere zeigt eine inkonstante Steigerung, derjenige der Leber phosphor- 
vergifteter, avitaminöser Tiere eine Steigerung, der der hungernden 
Tiere eine Herabsetzung. 


5. Der avitaminöse Organismus und der hungernde Körper zeigen 
beide gegen Phosphor eine stark gesteigerte Empfindlichkeit im Ver- 
gleich zu den Körpern von normal ernährten Tieren. Auch ein Vergleich 
dieser Ergebnisse mit der Blutfettanalyse bei Phosphorvergiftung, 
die ich in meiner zweiten Mitteilung veröffentlicht habe, zeigt, daß 
bei der Avitaminose mit der Vermehrung des Leberfettes auch eine 
Vermehrung des Blutfettes einhergeht, was man als Fettstauung im 
Blute deuten kann. Nur in noch späteren Stadien der Krankheit 
(111. Tag), in denen ich Leberanalysen nicht gemacht habe, ist der 
Blutfettgehalt bei Phosphorvergiftung herabgesetzt, offenbar weil 
überhaupt kaum mehr mobilisierbares Fett im Körper vorhanden ist, 
und das vorhandene Blutfett von den verfettenden Organen absorbiert 
wird. — Im normalen Organismus ist der Blutfettgehalt nach der 
Phosphorvergiftung normal bei gesteigertem Fettgehalt der Leber, 
offenbar weil die verfettenden Organe und insbesondere die Leber 
alles in Zirkulation geratene Fett sofort in entsprechendem Umfange 
aufnehmen. 

7. Der Wasserprozentgehalt der Leber avitaminöser Tiere ist im 
mittleren Stadium der Avitaminose (6. bis 7. Woche) um etwa 4,5 Proz. 
höher, im späteren Stadium (12. bis 13. Woche) um etwa 2,2 Proz. 
niedriger als normal. Nach der Phosphorvergiftung nimmt der Wasser- 
gehalt der Leber bei den Hungertieren zu, bei den avitaminösen Tieren 
stark ab, bei den Normaltieren bleibt er unverändert. 
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Über die Verteilung der Fette und der Lipoide in den Leberzellen 
bei allen diesen Tieren, die ich bei den Versuchen der vorliegenden 
dritten Mitteilung benutzt habe, werde ich in einer späteren Mitteilung 
berichten. 


Methodik zur Fettbestimmung in Lebern. 
I. Extraktion des Fettes. 


Das Gewicht der frischen Leber wird bestimmt. Die Leber bzw. ein 
kleiner gewogener Anteil derselben wird vorsichtig auf dem Wasserbade 
getrocknet und hernach bis zur Gewichtskonstanz im Vakuumexsikator 
aufbewahrt. Die getrocknete Lebersubstanz wird in einem Mörser zu feinstem 
Pulver zerrieben und wiederum gewogen. 

Zur Analyse werden etwa 0,1 bis 0,2g des Leberpulvers analytisch 
genau abgewogen. Die Wägung geschieht auf einem Stückchen Filtrier- 
papier, das vorher durch gründliches Auskochen mit Alkohol entfettet 
und hernach an der Luft getrocknet ist. Die abgewogene Lebersubstanz 
wird in dieses Papierstückchen briefartig eingewickelt. 

Die Extraktion erfolgt in einem etwa 250 ccm fassenden Rundkölbchen, 
das einen eingeschliffenen Rückflußkühler trägt und auf einem Wasserbad 
erwärmt wird. Die eingewickelte Substanz wird in dem Kölbchen mit etwa 
25 ccm Petroläther (Kahlbaum, zur Fettbestimmung, Siedepunkt 50 bis 60°) 
übergossen und mindestens 6 Stunden lang am Rückflußkühler ausgekocht. 
Nach der Extraktion wird der Äther in einen 50-cem-Meßkolben über- 
gespült, der Siedkolben mit einigen Kubikzentimetern Petroläther nach- 
gespült und der Meßkolben mit Petroläther bis zur Marke aufgefüllt. 


II. Bestimmung des Gesamtfettes. 


Von den 50 ccm Petroläther werden 5 ccm in ein trocknes, entfettetes 
Becherglas von etwa 200 ccm einpipettiert. Hierzu wird Leem lproz. 
NaOH zur Emulgierung des Fettes hinzugefügt. Das Becherglas wird 
auf einem elektrischen Sandbade bis zur völligen Trockne erhitzt, und zwar 
ist darauf zu achten, daß keine Spur eines Petroläthergeruches mehr wahr- 
genommen werden darf. Es ist ratsam, zum besseren Verdunsten des Äthers 
das Becherglas mit einem Tuch zu umwickeln. 

Zu dem trockenen Rückstand wird Leem einer n/10 Chromsäure 
lösung mittels einer Bangschen Mikrobürette hinzugefügt. Die n/10 Chrom- 
säurelösung wird aus 4,9083 g Kaliumchromat, die in 10 ccm konzentrierter 
H,SO, gelöst werden, durch Auffüllen mit Aqua dest. ad. 1000 ccm her- 
gestellt. 

Nach Zufügen der Chromsäurelösung werden 5ccm konzentrierter 
H,SO, zugegeben. Durch Reduktion der Chromsäure durch das Fett 
schlägt die gelbe Farbe der Chromsäure in Grün um. Entsteht eine voll- 
kommen grüne Lösung, so zeigt dies, daß alle Chromsäure verbraucht ist. 
Man gibt daher in diesem Falle weiter je 1 ccm Chromsäurelösung hinzu. 
Nach Anwendung von 2cem Chromsäurelösung müssen für jedes weitere 
Kubikzentimeter Chromsäurelösung noch je 2,5 cem konzentrierter H,SO, 
hinzugegeben werden. Man fährt so lange mit der Zugabe von Chromsäure 
und der entsprechenden H,SO,-Menge fort, bis die Lösung einen deutlich 
gelbgrünen Farbenton zeigt. Man läßt die Mischung mindestens 15 Minuten 
stehen. Darauf wird sie mit Aqua dest. auf etwa 150 cem verdünnt. Leem 
5proz. Jodkaliumlösung wird zugefügt, worauf die Lösung mit einem 
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Uhrglas bedeckt etwa 2 Minuten stehen gelassen wird. Nach Hinzufügen 
von einigen Tropfen lproz. Stärkelösung, die man sich durch Auflösen 
von löslicher Stärke in 10 ccm H,O und Auffüllen mit gesättigter KCl- 
Lösung hergestellt hat, wird das entstandene freie Jod mit n’10 Natrium- 
thiosulfatlösung zurücktitriertt. Der Umschlag erfolgt scharf von Blau in 
Hell-Wassergrün. Die Titration erfolgt mit Bangscher Mikrobürette. 


Der Titer der Thiosulfatlösung soll stets am gleichen Tage gegen die 
Chromsäurelösung eingestellt werden. Die verbrauchten Kubikzentimeter 
Thiosulfatlösung werden von den angewandten Kubikzentimetern Chrom- 
säurelösung abgezogen. Diese Zahl dividiert durch den Faktor 2,45 mal 10 


die in der Lebersubstanz extrahierte Fettmenge in Milligrammen. 
er Korrektur dieses Wertes durch Leerbestimmung siehe weiter unten. 


III. Bestimmung des Neutralfeltes. 


5 ccm der ätherischen Fettlösung werden in ein trockenes, entfettetes 
Reagenzglas einpipettiert, mit 0,1 cem 1, proz. alkoholischer Digitoninlösung 
versetzt, auf dem Sandbade leicht erwärmt und zugestopft 24 Stunden 
stehengelassen. Hierdurch wird das Cholesterin ausgefällt. Hiernach wird 
die Lösung durch ein kleinstes entfettetes Rundfilterchen in ein Becherglas 
abfiltriert. Reagenzglas und Filter werden mit wenigen Kubikzentimetern 
Petroläther nachgespült. Das Filtrat wird nach Zugabe von l cem lproz. 
Natronlauge genau so weiter behandelt, wie bei der Bestimmung des Gesamt- 
fettes beschrieben. Die bei der Berechnung erhaltenen Milligramme Fett 
geben die in der Leber extrahierten Mengen von Neutralfett an. 


IV. Bestimmung des Cholesterins. 


Die Differenz zwischen Gesamtfett und Neutralfett gibt direkt die 
vorhandene Menge Cholesterin. 


V. Allgemeines zur Methodik. 


Alle Bestimmungen müssen in tadellos entfetteten Gefäßen vor- 
genommen werden, zu welchem Zwecke alle benutzten Glasgeräte über 
Nacht in Bichromat-Schwefelsäure gestellt werden. Filtrierpapier und 
Filter dürfen nach dem Entfetten nicht mit den Fingern, sondern nur mit 
Pinzetten berührt werden. Alle Reagenzien sind als analytisch rein Kahlbaum 
anzuwenden. 


Zur Korrektion der erhaltenen Werte sind mehrere Leerbestimmungen 
mit den angewandten Reagenzien vorzunehmen. Meistens wird hierbei eine 
geringe Menge Chromatlösung reduziert werden. Der Durchschnitt dieser 
Größe aus mehreren Leerversuchen muß bei der Fettbestimmung berück - 
sichtigt und von der bei dieser verbrauchten Chromsäuremenge in Abzug 
gebracht werden. 


Analysentabelle. 


In der folgenden Tabelle ist jeder Versuch mit seinen besonderen Be- 
dingungen einzeln aufgeführt. In dem vorstehenden Text habe ich mich nur 
auf die Durchschnittswerte der Analysen der verschiedenen Versuchsgruppen 
bezogen, soweit dieselben auch in diesen Analysentabellen angegeben sind. 
Zur Durchschnittsberechnung wurden nur diejenigen Tiere einer Gruppe 
verwandt, bei denen die Versuchsbedingungen völlig gleiche waren. 
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I. Nicht Ee Gruppe. 




















mg in 100 mg | 
Q -e o a aaa 
deal 
= Gesamtfett | Neutralfett | Cholesterin | 
K Körper: ' en 2 Ge I“ á S 
Le | Er ` | ` t ` | i 
F 1 Datum gewicht | Re | 9 ei LÈ d „S N LEN 8 SL. EN, op Bemerkungen 
| a3 528 328388328 SEDIPKE 
ER 3° 7358 735955 792735085 
Z. eg ef SE GK eGpDle HE 
) | el ECKE 23723723 
| g | g Pei " EE E eg 




















Normal ernährte Tiere. 

12 |; 15. III. | 106,50 , 4,93 | 78,4' 3,46 0,95 Ku 0,69 "0,75 į 0,24 
22 | 21. III. | 123,48 
34 6.IV. |107.08| 5,51 69,6. 582 | 175| 
35 6.IV.] 9245 492|715 2728 Lu 
42 10.IV. | 7932 518| — 434 — 4,02. — 032. — | Getöter 
61 21.IV.| 74,80 4,75 | 788! 4,07 0,81. 3/35 0,70 072. 0,15, 
62 |21 IV.| 6210 5,04 | 78,1 | E 15a | tie! 050/011) 

24. IV. 53,12 4,16 .81,2| 8,04. 1,50! 7,03, 1,31 101 0,19.. 
66 '24.IV.| 7157| | 5,17 181,4 3,25 | 0,60 | 2,14 | 0,57 1.11/0.19 

_ Durchschnittlich 76,8 |4,93| 1,17 | 4,07 !0,96 , 0,86 | 0,22. 
121. III. ' 119,05 | 7,63 | 77,0 12,65 | 0,60 12,46 Got oa Getötet G T OG WW vor der 
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See 6.1 98,00 Be 5,80 — 13,07, — '116 | — '191 u (am 49. Versuchs» 
= 49,50 , 4,01 | 79, l; '3,81 | 0,80 2 ‚89; 0,61 0,92 0,19 Getötet (am 49. Versuchs» 
i 24. IV. | 38,12 | 242 | 84,0 3,79 0,60, | Getötet (am 45. Versuchs» 








3,38 | 0,53 WM 0,41 
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'8, 7, am a 7 72 o 16° 100 0, SSC Bei probew robeweiser Blutent- 


| me zu anderem 


65,58 | 3,75 | ı 72, 5 
| Zwecke an Halsvene 


| | | ‘ ziemi. starker Blutverl. 


52 120. IV. 30,78 232 77,5 3,340,13,2,62 0,97 0,72 0,16 Gestorben (am 4 1 (am 45. Ver. 
69 | 21 IV. an 2,22 81,5 13,37 0,59 | 2,27 | Klee 0,19 | Gestorben (um 45. Ver- 
60 |21. IV. | 38,30 2,70 73,92, | 


such 
0,28 f e Ge (am 45. Ver 
___Suchstage) 
Durchschnittlich 77,6}3,18. 0 Py 2 A 0.48 e 0,21: 
13 ‚15. a 108,48 | 5,35 | 74,2 | 3,29 9 2,58 | 0,65 07) 0,18 en (am 86. Versuchs» 
19 21. III. 75,99 | 3,63 | 73,2 15,58 | 1 50 4,57 i 1,20| 1,01 | 0,27! Dë (am 92 Verauchs: 
20 121. m. 138,94 | 6,53 0,82 2, 93 | 0,68 || 0,62 dE? BEN (am 92.Versuchs- 
Durchschnittlich az 4 7 es 0,84 | 0787 102000000 
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23 27. III., 60,52| 1,85 | 71,6 13,35 0,92] 1,14 | 0,31 [2,21 0,61 | Antangsgewicht: 125,6 g. 
29 28. III.| 59,33 | 1,78 | 72,9 3,52 0,97 2,00 0,55 | 1,52 | 0,42 a ea eink; 112,4 g. 
50 ||18.IV. | 82,50 | 2,58 | 81,5! 3,34 | 0,62, 2,01 Cu 1,33 0,25 Anfangsgewicht: 155,5 g. 
— Durchschnittlich 75,3) 3,40 0.841,72 [0,41! Log 0,43; č nn 

Seel 3,20 | 78,7 2,73 9,15! Anfangsgewicht: 225,9 g. 
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Phosphorgabe (1 proz. P.Olivenöl) | | 











49 
55 
BR 


100,00 
160,50 








85,20 





Gewinn 
| ~ Ende | oder Verlust 
Zeit und | Menge | Injektionse | gewicht | des Körper 
Datum | zahl , gewichts 
=z - a kees le = KSE EE EE EE 
Normal 
3p 15.IV. | 0.033 1 l 98,50 | — 1.50 | 5,98 | 79,0 
3p 16.1Iv. | 008 | 1 ‚18280 | — 7,70 | 743 | 78,6 
3p 15. IV. | 0,028 1 10250 | +17,30 | 7,06 | 75,0 








Durchschnittlich 77,5 











3p 15. III. | 0,060 ° 1). Ú 74,9 | + 7,50 | | 
3p 22. ITI. 0060 (UR | 8510| + 10,16 Ä 
3p 29. III. 0,060 ıl£ f + 0,46 | i 
3p 5. IV. , 0.060 | ı1[% | 10530) +1974 
2p 18. IV. | 0,120 | 1|2 | 115,50 | + 10,20 | 
2p 25. IV. | 0,240 | (le | 10193 | — 13,57 | 597 | 732 
3p 15. II. 0097 | 118 || 135,80 | + 27,16 
3p 22. III. | 0,097 | $ || 14261] + 7,11 
3p 29. III. | 0,097 ! 1,& | 160,00 | + 17,39 | 
3p 5.IV. 0,190 dE | 155,90 | — 410 | | 
2p 18.IV. 0380 |; 11% | 138,68 —1722 ' 6,98 ' 705 
3p 15. II. 0090 11 106,30 | — 1,84 | 
3p 22. III. | 0,090 (le, 101,61! — 3,69 
3p 29. TII. ' 0,100 , 1|5 | 125,80 | + 24,19 | 
5.IV. , 0,150 152 110,60 ı — 15,20 | 
5p 18. IV. 0300 (IS 12000 | + 940 | Ä 
Ip 2 V. | 050 ` (IZ 125,70 | + 5,70 | | 
3p 8 V. | 0500 1 12480 | — 090 | 662 ` 635 








= 
S 
z 


| 
46 155,20 
| 


Durchschnittlich 69,1 | 











4p 31.1. 0,030 TE 70,90 — 6,60 

Ap 13.11. | 0,040 (ls | 7200i + 1,10 | 5,23 ~ 

4p 31.1. 0,020 ls | 4814 — 0,70 | 

4p 13. II. 0,030 AE 50,60 ' + 2,46 

4p 22.11. | 0,050 (ls 47,50 | — 310 | 3,25 | 775 | 

3p 16.II. | 0,060 ` 1l}. | 115,20 | + 7,26 

4p 22. II. ' 0,080 | TE | 92,80 ` — 22,40 

5p 2 IIT. | 0,100 1)” | 1214 +28,64 | 6,51 75,1 

ZB 1a LIE 0100. A 11000 | — 15,20 | 

2p 18.11. 0200 (ls ' 16120 + 0,60 13,20 | 694 | 

3p 25. III. | 0022 1 E ‚110,60 — 14,70 

2p 2.IV. 0084 1IS .126,20 +1560 | 6,64 | 748 

3p 25. ITT. oun lja Dam — 5,50 | 

3p 2.IV. | 0,085 1,8 ' 125,30; + 0,30 

dp 8.IV. 0,170 | (le 113250 + 720 722 | 690 

4p 8.IV. , 006 1 | 80,75 | + 235 | 458 | 662 | 
i | 

Ap 8.IV. 0,046 TE | 125.50 | — 14,50 ` | 

3p 15.IV. | 0,090 | LIZ 13145 TI + 5,95 | 7,86 | 764 | 

4p HIN | 0,052 | E ‘i 160,70: + 5,50 ı | 

3p 15.1V. | 0100 (IZ Le 5 | — 335 9,04 


- = e E - — r a ge Ce — JE mg EE —— SEN E 
- =. D mg 
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. © te Gruppe. 
u mg in 100 mg | 
Gesamtfett | Neutralfett f © Cholesterin 
ae „Hi Sr H Bemerkungen 
«= der in der in der in der in der in der 
© T kene frischen || Trocken» frischen Trocken» frischen |, 
' yi tanz Substanz 2 substanz Substanz substanz | Substanz | 
Ze a 
i ‚12 | 7,92 1,67 3,20 0,67 Um 9a 18. IV. getötet 
„35 Y 13 1 72 0,35 3,63 0,78 || Um 9a 21. IV. getötet 
, 82 | l, 69 541 1,36 1,41 | 0,33 |Um 9,58 21. IV. getötet 
l w% | ı Kë I 502 ; 112 | 275 | 0,9 
Bee te en en a ae 
aa a a a 
Dui 
1,28 3,06 8,45 2,30 2,83 | 0,76 ||Um 7p 27. IV. gestorben 
| Ä | 
| | 
13,67 4,00 13,32 3,99 0,35 | 0,088 | Um 5p 26. IV. gestorben 
| ; | | 
| | | 
| 19,91 7,24 , 1821 | 6,62 || 1,70 | 0,62 ||Frühmorgens 9. V. gestorben 
1,95 | 477 ' 13,33 430 | 162 | 049 | 
| | | | 
A8 — | 2,83 — | 110° — À Um 9a 14. II. gestorben 
i j | | 
8,35 1,90 ' 6,75 | 1,50 1,60 | 0,37 | Frühmorgens 23. IL gestorben 
i | | | | 
i 5,98 1,50 5,83 | 1,40 0,15 0,025 | Um 8a 5. III. gestorben 
l 
i 13,77 4,20 11,92 3,70 1.85 | 0,37 | Um 3p 19. III. gestorben 
| | | | 
6,68 166 | 561 |! 141 | 107 0,25 | Um 11a 3.IV. getötet zur Kon, 
| | i trolle von Nr. 30 
1 ' ! 
d R 
| 
13,36 4,15 Ä 12,81 4,00 0,55 | 0,16 | Um 11a 9. IV. getötet zur Kon» 
i | trolle von Nr. 37 
| 14,95 6,35 | 14,25 | 5,09 | 070 | 0,25 | Um 2p 10. IV. getötet zur Kon: 
| | | | trolle von Nr. 39 
9,63 2,40 8,83 220 || 0,80 | 0,20 Um Ip 16.1V. getötet zur Kon» 
| | | | trolle von Nr. 
I 913 | ess 8,52 zs ` 0,61 Sg Um lp 16. IV. getötet zur Kon» 


, trolle von Nr. 45 
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II. Phosphorvergiftete 








Phosphorgabe (1 proz. P-Olivenöl) | a | | 5 . 
D sen Sr ee Gew j asser" 






































| End» | oder Verlust | Leber» 
Zeit und Menge Injektions- | gewicht | des Körpers | gewicht gehalt der 
Datum zahl gewichts LEDER 
_ com ~ | Æ g g_ | Proz. ` 
Aa ee et Vitaminfrei® 
48 | 53,20 3p 15. IV. | 0,018 1 | 5550 | +230 | 314 | 824 
57 | 76,50 3p 15.IV. | 0,025 1 | 80,20] +370 | 4,54 | 52,2 
58 | 68,00 3p 15.IV. | 0,023 1 | 7500| +700 | 456 | 71,5 
GE ) ) ` Durchschnittlich 68,7 
l4 | 6550 3p 15. III. | 0,060 i | 63,00 | — 250 ` 3,51 | 83,5 
15| 8750 || 4p 15.10. | 0,079 1 85,70 | —ı80 | 350 | 68,7 | 
16 87,60 3p 15. III. | 0,080 l | 85,00 | — 2,60 3,52 70,0 | 
De E Durchschnittlich 4.1 e 
3 57,50 WE L 0,030 oj 56,90 | — 0,60 ` 206  — 
4| 65394 | Mittag8. II. | 0,025 1 | 50,61 | — 3,39 | 2,70 = 
6 59,94 | 3p 16.II. | 0,050 1 54,94 | — 5,00 | 2,82 ee 
7| 6700 | 4p 2.II. | 0,040 1 | 6250] — 450 356 | 524 
9| 6289 | 4p 3Ll. 0,020 | 112 | 6144| — 1,4 
61,44 ' 4p 13.II. | 0,050 d 6300 | + 1,56 
63,00 i 4p 22.11. | 0,060 il 58,49 | — 451 | 361 68,1 
10 54,94 | 3p 16.II. | 0,050 1 | 49,50 | — 5,36 | 3,57 77,1 
17 | 10744 | 3p 7.10. | 0050| 115 | 11244 | + 5,00 
11244 | 3p 16.11. | 0,050 | 1| 121,00 | + 8,56 
121,00 | 4p 22.11. | 0,060 | 1,2 119,97 | — 1,03 | 
| 119.97 | 3p 2 III. | 0,070 JE | 13000 | +1003 ; 
130.00 | 2p 18. ITI. | 0,150 | 1/2 | 11360] —ı840 | 593 | 694 
30 | 62,00 | 3p 25.III. | 0,020 | 115 4950 | —12,50 | 
4950 | 2p 2.IV. ; 0,040 | II 41,23 | — 8,27 | 3,06 79,5 
37 | 71,60 | 3p 25. III. | 0,023 | 11. | 6540] — 6,20 | | 
65,40 3p 2.IvV. | 0,045 dë | 60,80 | — 4,60 
60.80 | ap BIV | 0090 ils | 5990] — 090 ) 3,93 | 650 
39 | 48,20 | áp 8.IV. | 0,014 1 5025| + 205 301 | 725 
43 5820 | 4p 8.IV. | 0020 | lš 60,00 | + 1,80 | 
| 60,00 3p 15.IV. | 0,040 1 E 56,35 — 3,65 | 552 | 795 | 
45| 73,10 4p 8.IV. | 0085 | 118 | 6520| — 7,90 | | 
| 6520 3p 15.1V. : 0,050 | 1/8 | 6445| — 05 | 572 — 


d Zwee Hungertiere 





ginn 


























47 108. 60 65. 30 3p 15.IV. ! 0,020 1 || 44,90 | —20,40 | 1,53 | 83,0 
53 |110,60 68,30: 3p 15.IV. | 0,025 1 67,28 | — 1,02 | 34 | 825 
54 |120,60|85, 35,40) ` 3p 15.1V. | 0,030 1 68.56 21684 | 25 74,3 
= Durchschnittlich 799 ` 
24 |, 79.50142,% 30, p 15.11. 0038 , 1ı i 4072| — 158 | 162 : 728 
27 disc 3b 15. IIT. | 0.042 | 4537 | — 073 | 168 711 
E) | 90,90 50,30 | 3h 15. III. 0,045 1 | 46,33 | — 3, 397 | 151 |, 729 











Durchschnittlich 723 | 


Gruppe (Fortsetzung). 
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Gesamttfett 
inder | inder | 
Trocken» | frischen | 

rl substanz Substanz | 
ernährte Tiere 
, 8,84 1,57 
| 392 , 185 
6,12 1,43 


| 629 | 1,62 
Is | 52⁄4 


| 22.75 
15,93 
18,36 
5,53 
1,45 
10,78 
11,18 


8.47 





| 


| 


H 


7,18 


3,72 





+ 
l 





mg in 100mg 
Neutralfett 





in der 


Trocken» 





in der 
frischen 
substanz Substanz | substanz 


1,32 | 1,38 
1,56 0,60 
0,69 | 3,17 
19 Lä 
4,98 || 066 | o, 
6,35 2,60 
4,50 0,92 
5,28 | 1,39 
— j 17 
ser | 0,23 
4,90 0,83 
d 
4,20 | 0,34 
1,73 | 1,15 
| 
2,41 0,62 
0,77 | 0,93 
3,51 0,52 
1,11 0,386 
| 
072 | 116 
| 
== 1,40 
0,24 | 0,96 
0,31 | 0,87 
04 | 156 
033 | Lu 
0,11 |) 1,385 
0,65 | 0,28 
0,89 | 0,31 
0,48 | 0,65 


1 
d 


C 


| in der | 


A 


bolesterin 


Trocxens 


| 


in der 


frischen 
Substanz 





0,45 


0,38 


0,096 
0,25 


0,16 
0,15 
0.34 


0,056 
0,083 


| 


03 — 
0,35 


0,16 


` Bemerkungen 





(Am 60. Versuchstage vergiftet.) 
Um 9a 18. TV. getötet 

(Am 60. Versuchstage vergiftet.) 
Um 9% 21. IV. getötet 

(Am 60. Versuchstage vergiftet.) 
Um 9 21. IV. getötet 


| (Am 86. Versuchstage vergiftet). 
| Um 4p 16. III. gestorben 

| (Am 86. Versuchstage vergiftet.) 
| Um 10a 16. III: gestorben 
1 





(Am 86. Versuchstage vergiftet.) 
Um 8a (?) 16. Ill. gestorben 


(Am 49. Versuchstage vergiftet.) 

Um 7a (?) 6. Il. gestorben 

' (Am 51. Versuchstage vergiftet.) 
Um 7a OU gestorben 

| (Am 59. Versuchstage vergiftet.) 

| Um 7a (?) 17. II. gestorpen 

i (Am 65. Versuchstage vergiftet.) 
Frübmorgens 23. Il. gestoroen 


| 

| (Am 67. Versuchstage vergiftet.) 
|  Fruhunorgens 24. IL gestorben 

| (Am 72. Versuchstage vergiftet.) 
| Um Ip 28. II. gestoroen 


| 
| 


ł 
| (Am 50. Versuchstage vergiftet.) 
Um 6a (?) 20. IIl. gestorben 


(Am 42. Versuchstage vergiftet.) 
ı  Frühnorgens 3. IV, gestorben. 
Sıehe Nr. 31 


(Am 42. Versuchstage vergiftet.) 
| e SCH 9. IV. gestorben. Sıehe 


r. 
(Am 53. Versuchstage vergiftet.) 
ip 10. IV. gestorben. Siehe 


r. 

(Am 53. Versuchstage vergiftet.) 

Um 8a 16. IV. gestorben. Siche 
44 


Nr. 
(Am 53. Versuchstage vergiftet.) 
Frühinorgens 16. IV. gestorben. 
| Siehe Nr. 46 


Um 8,5a 18. IV. gestorben 


| Um 9a 21. IV. gestorben 
Um 8a (?) 21. IV. gestorben 


l 
Um 9a (?) 16. III. gestorben 
Frühmorgens 17. IIL gestorben 
Frühmorgens 17. IH. gestorben 


il 
(Eh 
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Über Galaktose-schwefelsäure. 


Von 
S. Akamatsu. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm Institut für experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. August 1923. ) 


Die Verbindungen der Zuckerarten mit Schwefelsäure haben in 
neuerer Zeit ein besonderes Interesse erlangt, sowohl in biologischer 
als auch in rein chemischer Hinsicht. Man kann die Schwefelsäure- 
ester der Zuckerarten auf verschiedene Weisen bereiten: durch Ein- 
wirkung von Kalium-pyrosulfat auf die alkalische Lösung nicht redu- 
zierender Zucker!) oder durch Schütteln der wässerigen Lösung be- 
liebiger Zuckerarten mit kohlensaurem Kalk und einer Chloroform- 
lösung von Chlorsulfonsäure!), oder durch Einwirkung von Chlor- 
sulfonsäure auf die Lösung von Kohlenhydraten in wasserfreiem 
Pyridin?), oder auch durch Behandlung mit Sulfurylchlorid an Stelle 
von Chlorsulfonsäure®). 

Die bisherigen Untersuchungen sind zumeist mit dem Zwecke 
ausgeführt worden, Mono-schwefelsäure-ester der Zuckerarten zu ge- 
winnen. Ich unternahm es, zu prüfen, ob auch mehrere Schwefel- 
säureester in das Zuckermolekül eingeführt werden können, und 
wählte für diesen Zweck die Galaktose. Dabei verzichtete ich auf 
jedes Lösungsmittel für den Zucker und verfuhr folgendermaßen: 

In eine trockene weithalsige Pulverflasche von 300 ccm Inhalt 
wurden 60 ccm Chlorsulfonsäure eingefüllt und mit 80 ccm reinem ` 
Chloroform verdünnt. Alsdann wurden 20g d-Galaktose, die vorher 
im Hochvakuum über Phosphorpentoxyd getrocknet worden waren, 
unter Kühlung der Glasflasche in kleinen Portionen eingetragen. Nach 


1) Neuberg u. Pollak, diese Zeitschr. 26, 514, 1910; Ber. 48, 2060, 1910. 

2) Neuberg und Liebermann, diese Zeitschr. 121, 326, 1921; Ohle, 
ebendaselbst 181, 601, 1922. 

3) Neuberg und Polak, ebendaselbst 28, 517, 1910; Helferich, Löwa, 
Nippe und Riedel, H. 128, 141, 1923. 
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Aufhören der lebhaften Entwicklung von Salzsäure wurde das Gefäß 
in einem Exsikkator über Calciumchlorid im Eisschrank aufbewahrt. 
Innerhalb 3 Tagen schied sich eine dunkelrötliche teigige Masse ab, 
während sich die darüber stehende Chloroformschicht gleichfalls rötlich 
färbte. Die Chloroformlösung wurde abgegossen und die halbfeste 
Substanz so oft mit wasserfreiem Chloroform gewaschen und durch- 
geknetet, bis alle freie Chlorsulfonsäure möglichst entfernt war. 

Alsdann wurde die teigige Substanz portionsweise mit einem Glas- 
-stabe langsam in eisgekühltes gesättigtes Barytwasser, das etwas 
Bariumcarbonat als Bodenkörper enthielt, eingetragen. Durch all- 
mähliche Zugabe von Barytwasser wurde dafür gesorgt, daß die Reaktion 
stets leicht alkalisch blieb und niemals sauer wurde. Nach dem 
Einbringen des letzten Anteils der rohen Galaktose-schwefelsäure wurde 
die ganz schwach alkalische Reaktion vorsichtig mit verdünnter Schwefel- 
säure beseitigt. Die filtrierte Flüssigkeit wurde im Vakuum bei einer 
Badtemperatur von 40° eingeengt, nachdem ein wenig Bariumcarbonat 
hinzugefügt worden war, das etwa abgespaltene Schwefelsäure sofort 
unschädlich macht. Nach Konzentration auf 80 ccm wurde die hell- 
gelbe Flüssigkeit filtriert und unter kräftigem Rühren sehr langsam 
in absoluten Alkohol eingetropft. Für diese erste Abscheidung sowie 
für die nachfolgenden Umfällungen wurde die Menge des Alkohols 
stets so bemessen, daß der Gehalt an Weingeist 80 Proz. ausmachte. 
Die zuerst ausgefallene Substanz war bereits luftbeständig und körnig, 
schloß jedoch noch Bariumchlorid ein. Sie wurde in wenig Wasser 
gelöst und dreimal in der beschriebenen Weise mit Alkohol wieder 
niedergeschlagen. Es resultierte ein farbloses Pulver, das zum Schluß 
mit absolutem Alkohol und wasserfreiem Äther gewaschen und im 
Exsikkator aufbewahrt wurde, Die Ausbeute an diesem Material 
betrug 58 g. 

Das Bariumsalz löste sich klar in Wasser. Es war frei von Halogen. 
Die wässerige Lösung konnte kurze Zeit ohne Zersetzung gekocht 
werden; bei Zugabe von Salzsäure schied sich schnell Bariumsulfat aus. 

Ammoniakalischer Bleiessig erzeugte starke Fällung; heiße Fehling- 
sche Mischung wurde reduziert. 

Im festen Zustande erlitt die Verbindung schon bei 60° Zer- 
setzung; sie wurde daher im Vakuum bei Zimmertemperatur über 
Phosphorpentoxyd getrocknet, wobei sie in 3 Wochen Gewichtskonstanz 
erreichte. Die Analyse zeigte, daß das normale Barıumsalz einer Galak- 
tose-letra-sulfosäure vorlag. 

Schwefelbesiimmung: 0,6230 g Substanz gaben 0,7095 g BaSO,. 

Bariumbestimmung: 0,4099 g Substanz gaben 0,2295 g BaSO,. 

Casel SO: Ba; 3 H,O. Ber. S = 15,55 Proz., Ba = 33,30 Proz.; 

gef. S = 15,64 Proz., Ba = 33,00 Proz. 
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Eine 5- und 25proz. Lösung des Bariumsalzes wurde weder von 
frischer Hefe noch Trockenhefe in Gärung versetzt. Mit Sulfatase!) 
aus Aspergillus oryzae war bisher keine Spaltung zu erzielen. 

Daß tatsächlich das Bariumsalz einer Galaktose-tetra-schwefelsäure 
vorlag, lies sich durch die Überführung in das Kaliumsalz erweisen, 
das ich im Gegensatz zu dem Bariumsalz in wasserfreier Form erhielt. 

Für die Darstellung des Kaliumsalzes wurden 10 g reines, wasser- 
haltiges Bariumsalz in wenig Wasser gelöst und mit der berechneten 
Menge konzentrierter Pottaschelösung versetzt. Es entstand zuerst 
eine gallertige Masse, die beim Umrühren mit dem Glasstabe sich in 
leicht filtrierbares Bariumcarbonat verwandelte. Der Niederschlag 
von BaCO, wurde abgesaugt und mehrfach mit wenig Wasser aus- 
gewaschen. Die schwach gelb gefärbte Lösung des Kaliumsalzes wurde 
unter starkem Rühren in so viel Sprit eingetragen, daß der Gehalt 
desselben 80 Proz. ausmachte. Das Kaliumsalz fiel als flockige Masse 
aus, die, abgenutscht, mit absolutem Alkohol und wasserfreiem Äther 
gewaschen wurde. Nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator über 
Schwefelsäure wurden 6,7 g Kaliumsalz oder rund 85 Proz. der Theorie 
erhalten. 

0,4245 g Kaliumsalz gaben 0,2256 g K,SO,, 


0,2905 g a „ 0,4162 g BaSO,, 
0,1763 g 8 „ 0,0927 g K,SO,, 
0,1637 g Ai „» 0,2355 g BaS 0O, 
0,2231 g 5 „  0,1184g K,SO,, 
0,1499 g D „ 0,2156 g BaSO,. 
Ce Hs Oe (S O3), K4: 

Ber. S = 19,65 Proz., K = 23,96 Proz.; 

gef. S = 19,68 „ K = 238 ,, 

„ S= 19,76 „ K =23,59 ,, 

„ S= 19,75 „ K=-238 ,, 


Das Kaliumsalz zersetzte sich gegen 200°. Es reagierte völlig neutral, 
gab keinen Niederschlag mit Chlorbariumlösung, enthielt also weder 
Pottasche noch abgespaltenes Kaliumsulfat. Die wässerige Lösung 
war optisch rechtsdrehend: | 


a) [&]o, = + 41,70 
(e = 1,020, =], c = 2,443). 
b) (el, = + 41,60 


(o = 1,34%, l= 2, c = 1,610). 
Die Untersuchung soll fortgesetzt werden. 


1) Diese Zeitschr. 140, 295, 1923. 


Über das Vorkommen 
von Glycero-phosphatase in der „Takadiastase“. 


Von 
S. Akamatsu. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut für experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. August 1923.) 


Die ‚Takadiastase‘‘, der Fundort so vieler Fermente, enthält 
auch eine kräftige Phosphatase, die glycerin-phosphorsaure Salze 
zerlegt. 

Die Wirksamkeit wird durch nachstehende Versuche illustriert. 

5g glycerin-phosphorsaures Natrium (käufliches Salz) wurden in 
500 ccm Wasser gelöst und mit 0,5g Takadiastase sowie mit 5ccm 
Toluol versetzt. Als Kontrolle diente ein Gemenge, das 0,5g des 
gleichen Fermentmaterials nebst öccm Toluol auf 500 ccm Wasser 
enthielt. 

Beide Proben befanden sich in Glasstöpselflaschen und wurden 
im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. Die zunehmende fermentative 
Hydrolyse wurde folgendermaßen festgestellt: 

50,0 cem wurden zu Beginn und dann fortlaufend nach gutem 
Umschütteln abpipettiert und mit Magnesiamischung gefällt. Das 
abgeschiedene Ammonium-Magnesium-phosphat wurde in gewohnter 
Weise als Magnesium-pyrophosphat zur Wägung gebracht. Gleich- 
zeitig wurde der Phosphatgehalt in der Kontrollprobe ermittelt; dies 
war erforderlich, da die verwendete Takadiastase kleine Mengen 
Phosphorsäure abgab; diese Menge änderte sich jedoch nach 24 Stunden 
nicht mehr. 








| Mg Pz0- | Maach 
Nach: Tagen | im Haupt» im Kontroll, Nach Tagen im Haupt, i im Kontroll» 
, versuc ansatz d YErBUr S ansatz me 
0 0,0060 0,0069 6 0,1481 0,0080 
1 0,0755 0,0085 9 0,1589 0,0082 
2 0,1032 0,0082 12 0.1618 0,0080 
3 0,1285 0,0077 14 0,1610 0,0081 
5 0,1418 0,0075 
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Eine lproz. wässerige Lösung des von mir verwendeten glycerin- 
phosphorsauren Natriums erwies sich bei zweiwöchentlicher Digestion 
ohne Ferment, aber mit Zugabe von Toluol, als vollkommen beständig; 
sie spaltete keine Phosphorsäure ab. 

Aus voranstehender Tabelle geht hervor, daß nach 12 Tagen 
82 Proz. des Glycerophosphats zersetzt waren; die in 50,0 ccm ent- 
haltenen 0,5g des Salzes lieferten nämlich nach Soda-Salpeter- 
Schmelze 0,1875g Mg,P,O., eine Menge, die ungefähr der Zusammen- 
setzung C,H,(OH),.O.PO(ONa), + 4H,O entsprechen würde. 

Schon früher ist Glycero-phosphatase in Pilzen gefunden, und 
zwar von Neuberg und Karczag!) in der Hefe; auch in Samen höherer 
Pflanzen ist das Ferment nach Nemec?) verbreitet. 


1) Neuberg und Karczag, diese Zeitschr. 86, 60, 1911. 
2) Nemec, ebendaselbst 98, 96, 1919. 


Über Lecithinspaltung durch „Takadiastase“. 


Von 
S. Akamatsu. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm -Institut für experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 3. August 1923.) 


Die im folgenden mitgeteilten Versuche lehren, daß nicht nur!) die 
synthetisch bereitete Glycerin-phosphorsäure, die vielleicht ein Ge- 
misch der œ- und ß-Form ist, sondern auch die natürlich vorkommende, 
im Lecithin enthaltene Glycerin-phosphorsäure von Takadiastase 
hydrolysiert wird. Gleichzeitig werden auch die Fettsäurereste des 
Lecithins aus ihrer Bindung an Glycerin in Freiheit gesetzt. 

Die Lösung von 5g Eigelblecithin (der Firma Riedel) in 5ccm 
Methylalkohol wurde mit destilliertem Wasser auf 200 ccm verdünnt. 
Alsdann wurden 0,5g Takadiastase und 3ccm Toluol hinzugefügt. 
Nach Digestion der gut emulgierten Mischung im Brutschrank bei 
37° wurde die eingetretene Zerlegung durch Ermittlung der zunehmen- 
den Acidität kontrolliert. 

Zu diesem Zwecke?) wurden 20,0 ccm des jeweils sorgfältig durch- 
geschüttelten Gemengen abpipettiert, mit 40 ccm absolutem Alkohol 
versetzt und mit n/l0O NaOH und Phenolphthalein als Indikator 
titriertt. Verbraucht wurden: 

zu Beginn des Versuchs . . . 4,9ccm n/10 NaOH 


nach 1 Tage . . . 2.2... 8,8 „ 7 D 
go. A EE ie ur en 10,9 ,, Sé » 


1) S. Akamatsu, diese Zeitschr. 142, 184, 1923. 

2) Ganz genau ist dieses Vorgehen wohl nicht, de sich die lipoiden 
Substanzen in Toluol etwas lösen; im ganzen war aber die Verteilung als 
gleichmäßig zu betrachten. 
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Wie man sieht, war nach 9 Tagen der Abbau zum Stillstand ge- 
kommen. 

Um Auskunft darüber zu erhalten, ob an der Zunahme der Acidität 
auch die Abspaltung von Phosphorsäure beteiligt ist, mit anderen 
Worten, ob auch die Grundsubstanz des Lecithins, die aktive Glycerin- 
phosphorsäure!), vom Ferment angegriffen wird, habe ich direkte Be- 
stimmungen der anorganischen Phosphorsäure vorgenommen und 
ging dabei folgendermaßen vor: 

Eine wie oben bereitete 21, proz. Lösung von Lecithin in methyl- 
alkoholhaltigem Wasser wurde mit den dort angegebenen Mengen 
Enzym sowie Toluol versetzt. Nach jeweils gutem Umschütteln wurden 
je 20,0ccm der bei 37° digerierten Mischung abpipettiert, mit der 
dreifachen Menge Alkohol versetzt, mit Ammoniak alkalisch gemacht 
und mit Magnesismixtur gefällt. Um mitgerissene fettige Körper 
zu entfernen, wurde das Filter samt dem Niederschlage an der Luft 
getrocknet und dann 5 Stunden in einer Soxhlethülse mit einem sieden- 
den Gemisch von 1 Teil Alkohol und 9 Teilen Äther extrahiert. Der 
auf dem Filter befindliche Rückstand wurde nunmehr in verdünnter 
Salpetersäure gelöst; darauf wurde filtriert und die anorganische 
Phosphorsäure nach Reinigung über die Molybdänverbindung in ge- 
wohnter Weise gravimetrisch als Mg, P,O, zur Wägung gebracht. 

Gefunden wurden: 


am Kneip eg oa: ee E E AN 0,0057 g 
nach 4 Tagen . . . . . 2. 2.2.20. 0,0262 g 
e, DE Lie ee e wë EE e EE 0,0394 g 
Pe: gy vg E e E ët A 0,0420 g 
a Lu ee ee re 0,0488 g 
e, I2 a aaae ee R 0,0486 g. 


Eine gleich konzentrierte Lösung meines Lecithins war nach 
Toluolzugabe bei Aufbewahrung im Brutschrank ohne Fermentzusatz 
sehr beständig. Bei derselben Aufarbeitung entstand an der Stelle, 
wo mit Ammoniummolybdat gefällt wird, überhaupt kein Niederschlag, 
sondern nur eine gelbliche Verfärbung. Bei einem Gehalt des Lecithins 
von rund 4 Proz. Phosphor ist die Spaltung gemäß den oben mit- 
geteilten Befunden weitgehend; sie belief sich auf etwa 70 Proz. 


1) R. Wilistätter und K. Lüdecke, Ber. 87, 3753, 1904. 


Phytochemische Reduktion in der Cyclohexanreihe. 


Von 
S. Akamatsu. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm Institut, für experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 7. August 1923.) 


Die phytochemische Reduktion der Carbonylgruppe ist bei einer 
Anzahl von aliphatischen und aromatischen Aldehyden und Ketonen 
verwirklicht worden. Genauere Untersuchungen an Ringketonen 
sind jedoch bislang nicht vorgenommen. 

Um festzustellen, ob diese Reaktion, die ein so bedeutendes bio- 
chemisches Interesse bietet, auch bei zyklischen Gebilden durchführbar 
ist, habe ich eine Substanz aus der Zyklohexanreihe der Einwirkung 
von gärender Hefe unterzogen. Maßgebend für die Wahl war die Über- 
legung, daß der Cyclohexanring vielen Körpern aus der Campher- 
und Terpenreihe zugrunde liegt und daß die Abkömmlinge des Cyclo- 
hexanons gewissermaßen die einfachste Form eines Campherderivats 
darstellen. 

Benutzt wurde das o-Methyl-cyclo-hexanon, das man durch kata- 
lytische Hydrierung des o-Kresols gewinnt. Als Ausgangsmaterial 
verwendete ich eine von der J. D. Riedel A.-G. in Berlin bezogene 
Substanz; dieselbe muß vorher einer Reinigung unterworfen werden, 
da sie wechselnde Mengen des zugehörigen Alkohols, des o-Methyl- 
cyclo-hexanols, enthält. Zu diesem Zwecke wurden 60 g des Präparats 
mit Äther verdünnt und wiederholt mit Natriumbisulfitlösung aus- 
geschüttelt. Die vereinigten wässerigen Bisulfitauszüge wurden mit 
festem, gepulvertem Natriumbicarbonat im Überschuß versetzt. Mit 
Wasserdampf wurde darauf das in Freiheit gesetzte o-Methyl-cyclo- 
hexanon übergetrieben und sodann aus dem Destillat in Äther ge- 
sammelt, über geglühtem Natriumsulfat getrocknet und nach Verjagen 
des Äthers destilliert. Das reine o-Methyl-cyclo-hexanon ging bei 
1620 über. Es war optisch inaktiv. 
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Der Verlauf der phytochemischen Reduktion wird durch folgendes 
Beispiel gekennzeichnet. 


In drei Glasflaschen von je 4 Liter Inhalt wurden je 400 g Stärke- 
sirup (80 Proz. Zuckergehalt) in 2,5 Liter Wasser gebracht. Mit je 
500 g Hefe wurde die Gärung eingeleitet. Sobald sie lebhaft geworden 
war, wurden 25g des o-Methyl-cyclo-hexanons auf die drei Gärgefäße 
verteilt, indem es langsam eingetropft wurde. Eine erhebliche Hemmung 
der Gärung durch das Keton konnte ich nicht bemerken. Als am 
nächsten Tage die Gasentwicklung schwächer geworden war, wurden 
in jede Flasche weiter 200 g Hefe gebracht. Die Gärgefäße kamen 
darauf in den Brutschrank, während sie die ersten 24 Stunden im 
Zimmer verweilt hatten. Nach 4 Tagen wurde das Gärgut so lange 
mit Wasserdampf destilliert, als das Übergehende noch Trübung auf- 
wies. Von den Destillaten wurden zwei Drittel abdestilliert und das 
zurückbleibende Drittel mit Äther ausgeschüttelt. Das Destillat wurde 
wieder anreichernd auf ein Drittel konzentriert und der Rückstand 
abermals mit Äther extrahiert. Diese Konzentrierung wurde noch 
einmal vorgenommen. Das zuletzt erhaltene Destillat wurde sodann 
mit Kaliumcarbonat gesättigt. Die sich abhebende Flüssigkeit wurde 
zusammen mit den ätherischen Auszügen nach Trocknung über Natrium- 
sulfat am vierkugeligen Birektifikator eingeengt. Die zurückbleibende 
ölige Flüssigkeit wurde in Äther aufgenommen und dreimal mit reich- 
lichen Mengen starker Natriumbisulfitlösung zwecks Entziehung un- 
veränderten Ketons durchgeschüttelt. Die ätherische Schicht wurde 
nunmehr mit Wasser gewaschen und über Pottasche getrocknet. Nach 
Abtreiben des Äthers am Birektifikator wurde der Rückstand destilliert. 
Von 162 bis 164° gingen 2,8 g und von 165 bis 170° gingen 9,5 g über. 
Wenn ich nur die zweite Portion als rein betrachte, belief sich die 
Ausbeute an o-Methyl-cyclo-hexanol auf 38 Proz. 

Daß tatsächlich der Alkohol vorlag, und zwar frei vom Keton, 
ergab sich daraus, daß meine gereinigte Substanz im Gegensatz zum 
Ausgangsmaterial nicht mehr mit p-Nitro-phenyl-hydrazin reagierte 
und stark optisch aktiv war. Im 1-dm-Rohr zeigte die Substanz Rechts- 
drehung von 26,0° (im Durchschnitt von zwei Versuchen). Daraus 
berechnet sich 

elo = + 28,180 
(o = 26,00%, 1= 1, d = 0,923). 


Die Analyse lieferte folgende Werte: 


0,1514 g Substanz; 0,4054g CO, und 0,1637 g H,O. 
C-H}40: Ber. C = 73,61 Proz., H = 12,28 Proz.; 
gef. C = 73,03 „ H=12301 „ 
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Während das Ausgangsmaterial, das o-Methyl-cyclo-hexanon, 
optisch inaktiv war, wies, wie erwähnt, das Umwandlungsprodukt, 
das o-Methyl-cyclo-hexanol, 


CH,—CH.CH 
CH, CH. On. 

"OH, CH, 
Rechtsdrehung auf. Analog den früheren Erfahrungen!) über den 
asymmetrischen Verlauf phyiochemischer Reduktionen wird auch bei 
der biochemischen Umformung des untersuchten Ringketons eine 
optisch aktive Form erzeugt. 


1) Neuberg und Ringer, diese Zeitschr. 90, 388, 1918; Neuberg und 
Lewite, ebendaselbst 91, 257, 1918; Neuberg und Kerb, ebendaselbst 92, 
96, 1918; Färber, Nord und Neuberg, ebendaselbst 112, 313, 1920; Neuberg 
und Nord, ebendaselbst 52, 2237 und 2248, 1919. 





Über Sulfatase. II. 


Von 
C. Neuberg und K. Linhardt. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm -Institut für experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


Vor kurzem haben C. Neuberg und K. Kurono!) mitgeteilt, daß 
in der Takadiastase ein bis dahin unbekanntes Ferment enthalten ist, 
das phenolätherschwefelsaure Salze in die Komponenten zu zerlegen 
vermag. Bekanntlich sind die aromatischen Ätherschwefelsäuren Be- 
standteile des normalen Harns und finden sich oft in gesteigerter Menge 
in pathologischen Urinen. Als Stoffwechselprodukte sind somit diese 
Äthersulfate weit verbreitet. In Anbetracht des Interesses, das man 
dem neuen Enzym, der Sulfaiase, entgegenbringen darf, ist im hiesigen 
Institut eine ausgedehntere Untersuchung darüber im Gange, auf 
welche gepaarte Schwefelsäuren sich die spaltende Kraft der Sulfatase 
erstreckt. Wir haben, nach der Phenolverbindung, als weiteren Ver- 
treter dieser Körperklasse die p-Kresolschwefelsäure geprüft. Diese 
Substanz kommt nämlich in der Natur besonders reichlich vor; man 
findet sie in größeren Mengen als die Phenolätherschwefelsäure. Offenbar 
tritt die Spaltung des Tyrosins, das als eine Hauptquelle der Harn- 
phenole zu betrachten ist, stärker im Sinne der mit —- —-—- bezeich- 
neten Richtung ein als nach dem durch die punktierte Linie wieder- 
gegebenen Modus: | 


| 
CH,—ıCHNH,—-COOH 
| 


1) C. Neuberg und K.Kurono, diese Zeitschr. 140, 295, 1923. 
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Zu unseren Versuchen bedienten wir uns des reinen p-kresol- 
schwefelsauren Kaliums, das wir synthetisch nach der von E. Czapek!) 
für die Veresterung des einfachen Phenols angegebenen Arbeitsweise 
bereiteten. Die reine Verbindung ist, im Gegensatz zu den anders 
lautenden Angaben von E Baumann?), vollkommen beständig; sie 
wird insbesondere beim Aufbewahren nicht verseift. 

Die lproz. Lösungen des p-kresolschwefelsauren Kaliums werden 
durch das Ferment schnell hydrolysiert. Bereits nach einer Stunde ist 
deutliche Abspaltung von Schwefelsäure zu erkennen. 

Allem Anscheine nach ist die Takadiastase nicht sehr reich an 
Sulfatase; denn eine Spaltung von p-kresolschwefelsaurem Kalium 
zu einem Drittel wurde nur mit einer der Substratmenge gleichen 
Enzymquantität in 17 Tagen erzielt. Nach 48 Stunden war erst 
rund ein Viertel des p-kresolschwefelsauren Kaliums zerlegt. Wurde 
die Fermentmenge auf den fünften Teil verringert, so erreichte man 

in 24 Stunden eine Zerlegung von etwa 10 Proz. 
| Wenn die Sulfatase auch offenbar nicht in sehr hoher Konzen- 
tration in der Takadiastase enthalten ist, so kommt ihr dagegen eine 
große Beständigkeit zu. In einem aus der Vorkriegszeit stammenden 
Präparat von Takadiastase (Darsteller: Parke, Davis & Co., London) 
war die Sulfatase noch deutlich vorhanden. 

Versuche, die Fermenttätigkeit durch Änderung des Milieus zu 
steigern, hatten bisher keinen Erfolg. Zugaben von Magnesiumcarbonat 
oder Natriumacetat setzten den Umfang der Hydrolyse in der Zeit- 
einheit herab. Auch ein saurer Pufter, Essigsäure + Natriumacetat, 
erwies sich nicht als günstig; die Beeinträchtigung war jedoch geringer 
als bei den erwähnten alkalischen Zusätzen. 

Unter dem Einfluß der Sulfatase wird aus dem p-kresolschwefel- 
sauren Kalium zugleich mit der Schwefelsäure ihr Paarling, das 
p-Kresol, abgespalten. Destilliert man das fermentierte Gemisch über 
Calciumcarbonat, so geht freies p-Kresol über, das mit Bromwasser 
oder Millons Reagens leicht nachgewiesen werden kann. 

Die Versuchsanordnung war ähnlich der in der ‚ersten Mitteilung 
über Sulfatase‘‘ beschriebenen. In allen Versuchen wurde 1 Proz. 
Toluol zur Wahrung der Sterilität zugefügt. In Kontrollserien ohne 
Enzym wurde die Beständigkeit der wässerigen Lösungen von p-kresol- 
schwefelssurem Kalium bei mehrwöchiger Digestion ım Brutschrank 


1) E. Czapek, Chem. Centralbl. 1914, II, 830. 
2) E. Baumann, H.2, 341, 1978. 
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festgestellt. Auch das benutzte Fermentmaterial gab keine Sulfat- 
ionen ab. Die Analysen sind in allen Fällen so vorgenommen worden, 
daß die abgespaltene Schwefelsäure mittels alkalischer Barytmischung 
entfernt und im Filtrat die unzerlegt gebliebene Menge gepaarter 
Schwefelsäure ermittelt wurde. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus nachstehenden Übersichten: 


I. 


5.0 g kresolschwefelsaures Kalium, 500 ccm Wasser, 1,0g Ferment, 
5g Toluol; Temperatur 37°. 


Nach 1 Tag ....... 9,25 Proz. Spaltung 
u. 2 Tagen SC A EN ie 11,20 ,, „ 
a E gp ai 11,69 ,, » 
E E E E E ae 11,85 „, , 
a TO ee 12,27 „ za 
e, S ër er A Aë A 12,39 ,, > 
ill 22,3 28 ie 12,84 ,, e 
aola se ea an 14,17 „ , 
We e 8. Sn, E 15,44 ,, ve 
s l8 5 15,56 ,, 

2 a EE A 15,81 ,, , 

e, "ebe a Lë Ae 16,14 „, e 

EBD A ie ee 16,37 . , 
LI. 


1,0g p-kresolschwefelsaures Salz, 100ccm Wasser, 1g Toluol, 
lg Ferment; Temperatur 37°. 


Nach 2 Tagen. ...... 24.32 Proz. Spaltung 
ee et e 28,71 „, > 
sn 8 an e e e‘ e e 29,94 D sn 
en 17 ae Er 33,41 29 „ 
III. 


1,0 g p-kresolschwefelsaures Salz, 95 ccm Wasser, 5cem Puffer-gemisch !), 
0,1g Ferment, lg Toluol; Temperatur 37°. 


Nach 1 Tage . ...... 7,81 Proz. Spaltung 
» 3Tagen. ...... 9,84 , vu 
IT 7 an e en eu e o l 1,50 IT 29 
„ 16 $ SE EE a u kein Fortschritt. 
IV. 


1,0 g p-kresolschwefelsaures Salz, 0,65g Natriumacetat, 100 ccm Wasser 
l g Toluol, 0,1g Ferment; Temperatur 37°. 


Nach 24 Stunden.. .. . 1,71 Proz. Spaltung 
an 48 an ee e e e 2,01 WW II 
„  4Tagen...... keine Änderung. 


D Acetatpuffer, dargestellt aus 68 g CH,.CO,Na + 3H,O, 15g Eis- 
essig und destilliertem Wasser ad 250 ccm. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 13 
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FV. 
1,0g Kaliumsalz, 100ccm Wasser, | g Toluol, 0.44 g MgCO,. 
0,1 g Ferment; Temperatur 37°. 


Nach 24 Stunden... . . 1,65 Proz. Spaltung 
99 48 ee 1,95 LA >, 
an  4Tagen...... keine Änderung. 


Zum Schluß bemerken wir noch, daß die Sulfatase auch auf das 
Gemisch der gepaarten Schwefelsäuren im Harn, also auf das von der 
Natur dargebotene Substrat, mit besonderer Leichtigkeit einwirkt. 
Hierüber wird demnächst Herr Prof. J. Noguchi berichten. 


Über die „Citronensäuregärung“. 
Von 
WI. Butkewitsch. 


(Aus der landwirtschaftlichen Akademie Moskau, Petrowsko-Rasumowsko.) 
(Eingegangen am 10. August 1923.) 


Die Bildung der Citronensäure oder die „Citronensäuregärung‘“ 
stellt einen Vorgang dar, der im Pflanzenreich nicht nur unter seinen 
niederen Vertretern, wie den Pilzen, sondern auch bei den höheren 
Pflanzen sehr weit verbreitet ist. Trotz der mangelhaften Methoden 
. zum Nachweis dieser Säure läßt sie sich doch nach vorliegenden An- 
gaben als die häufigste Pflanzensäure ansprechen!). Schon daraus 
ist wohl zu entnehmen, daß der Vorgang der Citronensäurebilduny 
von großer physiologischer Bedeutung ist, wenn wir uns auch zurzeit 
noch keine hinreichende Vorstellung davon machen können; überhaupt 
ist zu sagen, daß die Frage nach dem physiologischen Werte der Citromen- 
säure, die als eines der häufigsten Produkte der Lebenstätigkeit der 
Pflanzenzellen auftritt, sowie auch die Frage nach der Art des zu ihrer 
Bildung führenden Vorganges mehr Beachtung verdienen, als ihnen 
bis jetzt in der Pflanzenphysiologie zuteil wurde. Zudem knüpfte sich 
die auf die Citronensäuregärung gerichtete Aufmerksamkeit nicht 
selten mehr an die technischen Aufgaben, als an das Streben zur Lösung 
der physiologischen Probleme. 

Was den zur Bildung der Citronensäure führenden Vorgang an- 
belangt, so kommt zunächst die Frage nach den Stoffen in Betracht. 
welche die hauptsächlichste Quelle für die Entstehung dieser Säure 
bilden. | 


Diese Frage wurde ausführlich von Mazé und Perrier?) erörtert. Sie 
kamen zu dem Ergebnis, daß die Citronensäure durch den Abbau der 
hochmolekularen Bestandteile des Protoplasmas als ein Produkt der Pro- 


1) Vgl. M. Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, 
1. Teil, S. 21, 1908; F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, 2. Aufl., 8, 88, 
1921; auch H. Franzen und F. Helwert, diese Zeitschr. 185, 384, 1923. 
2) P. Mazé et A. Perrier, Ann de l’Inst. Pasteur 18, 553, 1904; P. Mazé, 
ebendaselbst 28, 830, 1909. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 14 
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teolyse und Desassimilation entsteht, während der Zucker und andere 
Stoffe, die als Kohlenstoffquelle durch den Pilz verbraucht werden, nur 
einen indirekten Anteil an dem Vorgang nehmen, indem sie das Material 
zur Regenerierung der abgebauten Plasmasubstanzen liefern. Diese Auf- 
fassung fand auch bei anderen Autoren Anklang. Ed. Buchner und Wüsten- 
feld!) bezeichneten sie in ihrer Arbeit über Citronensäuregärung als ‚‚eine sehr 
interessante Annahme“. ,„Mazé und Perrier“ — sagt Czapek?) — „scheinen 
im Recht zu sein, wenn sie annehmen, daß die Citronensäure ein Produkt 
des abbauenden Stoffwechsels ist‘. Außerdem nahmen Mazé und Perrier?) 
auch an, daß die alkoholische Gärung eine Vorstufe der Zuckerausnutzung 
bildet und daß der Pilz unmittelbar als Kohlenstoffquelle nur Alkohol 
verbraucht. Später haben aber Herzog und Polotzky*) und darauf Wehmer®) 
festgestellt, daß sich in den Cüromyceskulturen auf Äthylalkohol keine 
Citronensäure bildet. 

rhaupt stützten sich die Anschauungen von Mazé und Perrier — 
abgesehen von der Rolle, die sie der alkoholischen Gärung zuzuschreiben 
geneigt waren —, nicht auf irgendwelche ernstlichen Grundlagen, und die 
Autoren selbst konnten die Bildung der Citronensäure nur in den Kulturen 
auf Zucker und Glycerin sicher nachweisen®). Bei der Untersuchung aller 
anderen Kohlenstoffquellen, wie Milch-, Wein-, Äpfel-, Bernstein- und 
Oxalsäure, ist es ihnen nicht gelungen, die Bildung der Citronensäure 
festzustellen. Diese Ergebnisse von Mazé und Perrier sind später von Herzog 
und Polotzky?) bestätigt worden. Sie konnten Citronensäure auch nur in 
den Citromyceskulturen auf verschiedenen Zuckerarten, Glycerin und 
Mannit nachweisen, aber nicht dort, wo verschiedene organische Säuren 
als Kohlenstoffquelle gebraucht wurden. Ebenso negativ betreffs der 
Citronensäure war das Resultat meiner Versuche mit Kulturen auf organischen 
Säuren®); außerdem ließ sich auch in den Citromyceskulturen auf Pepton 
keine Citronensäure nachweisen ?). 


Von der Vorstellung ausgehend, daß die Citronensäure auf dem 
Wege der Umwandlung der Plasmabestandteile entsteht, ist die Bildung 
dieser Säure selbstverständlich auf allen Substanzen zu erwarten, 
welche die Entwicklung des Pilzes zu unterhalten imstande sind. Ist 
dies nicht der Fall, so scheint es möglich, daraus den Schluß zu ziehen, 


1) Ed. Buchner und H. Wüstenfeld, diese Zeitschr. 17, 395, 1909. 

2) F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, 2. Aufl., 1, 349, 1913. 

3) P. Mazé et A. Perrier, Le 

t) R.O. Herzog und A. Polotzky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 125, 
1909. 

5) C. Wehmer, Chem.-Ztg. 1913, S. 1393. 

6) Die Angaben von Mazé und Perrier über die Bildung der Citronen- 
säure in den Citromyceskulturen auf Äthylalkohol konnten, wie schon er- 
wähnt wurde, bei den späteren Untersuchungen anderer Autoren keine Be- 
stätigung finden. Die kleinen Mengen von Citronensäure, die Mazé und 
Perrier in solchen Kulturen nachgewiesen hatten, stammten wahrscheinlich 
von den Substanzen, die den Kulturen mit dem ihnen zugesetzten Bohnen- 
absud zugeführt wurden. 

?) R.O. Herzog und A. Polotzky, Le 

8) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922. 

?) Derselbe, ebendaselbst, S. 454. 
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daß die Citronensäure nicht vom Plasmabestandteil stammt, sondern 
von Nährstoffen des Kultursubstrats, auf dem der die Säure bildende 
Pilz sich entwickelt. 

Diese Schlußfolgerung kann indessen nicht als einwandfrei gelten, 
da sich annehmen läßt, daß die Neubildung und Regenerierung des 
Protoplasmas auf Kosten der Stoffe, die dem Zucker an Nährwert 
bedeutend nachstehen, so langsam erfolgt, daß keine merkliche An- 
häufung der bei dem Plasmaabbau entstehenden Citronensäure statt- 
finden kann, d. h., mit anderen Worten, die Bildung der Säure wird 
in diesen Fällen durch ihren Verbrauch bestimmt. Die Ungültigkeit 
einer solchen Erläuterung läßt sich durch den Beweis feststellen, 
daß die Anhäufung der Citronensäure auch dann nicht zur Geltung 
kommt, wenn die dem Pilze zu Gebote stehende Kohlenstoffquelle 
an Nährwert dem Zucker wenig nachsteht. 

Eine solche Kohlenstoffquelle stellt bekanntlich die Chinasäure 
dar, auf der die Pilze am besten gedeihen, fast ebensogut wie auf Zucker. 
Unter meinen vorigen Versuchen befinden sich auch die mit den Kulturen 
von Aspergillus niger, Citromyces glaber und Penic. glaucum auf China- 
säurel). In keiner dieser Kulturen ließ sich Citronensäure nachweisen, 
überall wurde nur Oxalsäure aufgefunden. Bei diesen Versuchen 
waren aber die Bedingungen der Anhäufung der Citronensäure nicht 
ganz günstig, da die Chinasäure als Na-Salz verwendet wurde. Wie 
sich aber aus meinen Versuchen?) ergibt, verwandelt sich das Na-Citrat 
in den Kulturen der soeben genannten Pilze verhältnismäßig leicht 
in Oxalat oder Carbonat. 

Die oben angeführten Erwägungen gaben mir Veranlassung, 
neue Versuche mit Chinasäure anzustellen, bei denen den Kulturen 
nach der Entwicklung der Pilzdecken Caleiumcarbonat im Überschuß 
zugesetzt wurde. Außerdem wurden auch die Kulturen auf der durch 
Soda teilweise neutralisierten Chinasäure, sowie die Einwirkungen der 
vorher aufgezogenen Pilzdecken auf Chinasäure geprüft. 


Kulturen von Aspergillus niger auf Chinasäure mit Überschuß von CaCO, 
Versuchsreihe 1. 


Bei diesem Versuche wurde Aspergillus niger zur Anwendung gebracht, 
da er sich unter allen von uns untersuchten Pilzen als der stärkste Citronen- 
säurebildner erwies. Neben der Kultur auf Chinasäure wurde zum Vergleich 
auch eine Kultur auf Rohrzucker angesetzt. Die Kulturen wurden unter 
den Bedingungen eingerichtet, die sich bei den vorigen Versuchen?) als die 
günstigsten zur Anhäufung der Citronensäure erwiesen hatten: hoher 
Gehalt an Chinasäure bzw. Zucker (20proz.), relativer Stickstoffmangel 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 470, 1922. 
2) Derselbe, ebendaselbst 129, 464, 1922; 181, 338, 1922. 
8) Derselbe, ebendaselbst 136, 224, 1923. 


14* 


198 WI. Butkewitsch: 


und Überschuß an Calciumcarbonat. Letzteres wurde den Kulturen nach 
der genügend starken Entwicklung der Pilzdecken zugesetzt. Der Nähr- 
lösung mit Chinasäure wurde aber das Calciumcarbonat schon von Anfang 
an in solcher Menge zugefügt, daß etwas mehr als die Hälfte der in dieser 
Lösung befindlichen Säure neutralisiert wurde. 
Die Nährlösungen hatten die folgende Zusammensetzung: 
S Rohrzucker 20 Proz. und außerdem: 
Ch (0 20 In H,NO,. . . 0,15 Proz. 
CaCO, .. 3 ,„ )Salze (mit Zn) 0,1 „ 

Jede Kultur enthielt je 50 ccm Nährlösung. Die Kulturen wurden bei 
Zimmertemperatur von etwa 20° stehengelassen; am sechsten Tage nach 
der Impfung wurden ihnen je 6g durch Erhitzen sterilisierter Kreide zu- 
gesetzt. In beiden Kulturen bildeten sich die gut entwickelten Pilzdecken. 

Nach 10 Wochen wurden die Kulturen der Analyse unterworfen. Zu 
dieser Zeit ließen sich die dem Ca-Citrat eigentümlichen Ablagerungen 
nur in der Kultur auf Zucker nachweisen, in der das zugesetzte Ca-Carbonat 
ganz erschöpft wurde. Die Flüssigkeit reagierte sauer, und beim Auflösen 
des Niederschlages in Salzsäure ließ sich keine Gasentwicklung nachweisen. 
Der Niederschlag in der Kultur auf Chinasäure löste sich in Salzsäure mit 
starkem Aufbrausen; er war hauptsächlich aus Ca-Carbonat zusammen- 
gesetzt und enthielt keine Spur von Citronensäure. In dieser Kultur blieb 
mehr als die Hälfte der zugefügten Chinasäure unverbraucht; sie wurde in 
Kristallen ausgeschieden, nachdem die abfiltrierte Kulturflüssigkeit von 
in ihr gelöstem Calcium durch Oxalsäure befreit und durch Abdampfen im 
Wasserbade eingeengt worden war. 

Die Analyse der Kultur wurde nach dem Verfahren ausgeführt, das 
ich bei meinen vorigen Versuchen angewendet hatte!); die Ergebnisse 
sind in der weiter unten folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle I. 











| Auf Rohrzucker | Auf Chinasäure 





m lu EE nn 


Reaktion der Kulturflüssigkeit (auf Lackmus) | schwach sauer neutral 





Reduktion mit F ehling scher Lösung FE e se sehr schwach | nicht vorhanden 
Pilzdeckengewicht (ohne Ca-Oxalat) . . . .g || 0,9815 0,8205 
Ca-Citrat. . aa ee ee g 2,7835 0 
Sein Prozentgehalt an CaO?) ........ 33,78 — 
Ca-Oxalat . 2.22 2 Er nn. g 4,7790 1,0645 
Sein Prozentgehalt an Oxalsäure nach Titrieren | 

mit Chamäleon?) . l.. 2.2.22 2 2 220. ' 61,91 61,34 
Unverbraucht gebliebene Chinasäure . . ..g — 5,370 
CaO in Kulturflüssigkeit. `, g || 0,0853 0,7843 


Citronensäure bildete sich also reichlich in den Kulturen auf Zucker, 
aber gar nicht in denen auf Chinasäure. In den letzteren wurde neben der 
unverbraucht gebliebenen Chinasäure nur Oxalsäure nachgewiesen ô). 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 327, 1922; 186, 224, 1923. 

2) Calciumcitrat, Ca,(C,H,O,),, enthält 33,74 Proz. CaO. 

3) Calciumoxalat, CaC,O,.H,O, enthält 61,64 Proz. Oxalsäure, H,C,O,. 

*) Außerdem bilden sich in den Pilzkulturen auf Chinasäure einige 
Phenolderivate.. Diesem eigentümlichen Vorgang der Umwandlung der 
Chinasäure wird eine besondere Mitteilung gewidmet. 
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Ebenso negativ fiel das Resultat für die Citronensäure auch bei 
den anderen Versuchen mit Chinasäure aus. 


Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber auf Chinasäure 
und ihrem Na-Salz. 
Versuchsreihe 2. 


Bei dieser Versuchsreihe kam eine Nährlösung von folgender Zusammen- 
setzung zur Anwendung. 


Chinasäure. . . . 10 | (freie Säure etwa 3 Proz.) 
Na,C0, ..... 2 e 
NHNO, . ... 05, 
Salze (mit Zn). . O1. 


Jede Kultur enthielt je 25 cem Nährlösung; es wurden drei Kulturen 
von Aspergillus niger und vier Kulturen von Citromyces glaber aufgestellt. 
Der Versuch wurde bei Zimmertemperatur von 17 bis 18° durchgeführt. 
Nach gewissen Zeitintervallen wurden die Kulturen aufeinanderfolgend der 
Analyse unterworfen. Die Kulturflüssigkeiten wurden durch die Reaktion 
von Deniges auf Citronensäure geprüft. Überall fiel sie völlig negativ aus; 
in den Kulturflüssigkeiten ließ sich, wie bei meinen vorigen Versuchen 
mit chinasaurem Natrium!) nur Oxalsäure nachweisen, die durch Fällung 
mit Calciumchlorid und durch Titrieren mit Chamäleon bestimmt wurde; 
in einigen Fällen wurden die Niederschläge (vorläufig) getrocknet und 
gewogen. Außerdem wurden auch die Gewichte der Pilzdecken und die 
Acidität der Kulturflüssigkeiten bestimmt. Die Ergebnisse dieser Be- 
stimmungen sind in der Tabelle II zusammengestellt. 

















Tabelle II. 
EE SE 
auer der O ccm Kulturs Pilzdecken- rozentgebalt 
Kultur Beien ebe PS Oxalsäure | des Ca-Oxalats 
n/10 an Oxalsäure ?) 
en | _ Tage | en Le _ g EE 
) L 10 1,6 0,385 0,1754 | = 
gedo er | 13 2.0 | 0462 0,8072 ` = 
g | 20 3,4 0370 083313 | 61,35 
| 6 1,6 0,359 0,0568 ` Sie 
Citromyces || 8 12 0.479 0.1786 = 
glaber | 13 1,0 0,463 0.3021 . = 
| 20 1,4 0389 , 0,3281 61,66 


Citronensäure ließ sich auch dann nicht nachweisen, wenn man 
die Chinasäurelösung der Einwirkung der durch die Zuckerkultur er- 
haltenen Pilzdecken unterzog. 


Einwirkung der Pilzdecken von Aspergillus niger und Citromyces glaber auf 
Chinasäure- und Rohrzuckerlösungen. 
Versuchsreihe 3. 
Die Pilzdecken v von Aspergillus niger und Citromyces glaber wurden auf 
den Nährlösungen (je 50 ccm) aufgezogen, die 8 Proz. Rohrzucker, 0,3 Proz. 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 470, 1922. 
2) Ca- Öxalat enthält 61,64 Proz. Oxalsäure. 
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NH,NO, und 0,2 Proz. Salze enthielten. Nachdem die Pilzdecken eine 
genügend starke Entwicklung erreicht hatten (Anfang der Conidienbildung), 
wurden die Kulturflüssigkeiten abgegossen!), die Pilzdecken wiederholt 
mit sterilisiertem Wasser abgespült und die sterilisierten Lösungen (je 50ccm) 
der Chinasäure (5 Proz.) bzw. des Rohrzuckers (10 Proz.) zugesetzt. Diese 
Lösungen mit den Pilzdecken wurden bei Zimmertemperatur von etwa 20° 
stehengelassen und die von Zeit zu Zeit steril entnommenen Proben durch 
die Reaktion von Deniges auf Citronensäure geprüft. 


In den Versuchen mit Chinasäure fiel die Reaktion in allen Fällen 
negativ aus, während in Rohrzuckerlösungen Citronensäure sich stets 
sowohl mit der Pilzdecke von Citromyces glaber als auch mit der von 
Aspergillus niger ganz deutlich nachweisen ließ, wobei die Mengen 
der Citronensäure im letzteren Falle stets bedeutend höher als im ersteren 
waren. 

Aus den angeführten Angaben ist ersichtlich, daß die Bildung 
der Citronensäure auf Chinasäure nicht stattfindet, obgleich diese ein 
vortreffliches Nährmaterial für die in unseren Versuchen erwähnten 
Pilze darstellt. Dadurch wird der Beweis dafür erbracht, daß es sich 
bei der Bildung der Citronensäure in den Pilzkulturen auf Zucker nicht 
um den indirekten Vorgang des Abbaues der bei der Beteiligung des 
Zuckers sich bildenden Plasmasubstanzen, sondern um die direkte 
Umwandlung des Zuckers selbst handelt. 


Zieht man den Mechanismus dieser Umwandlung in Betracht, so 
scheint es von Interesse zu sein, die Bildung der Citronensäure auf 
gewissen Verbindungen zu verfolgen, die den Hexosen nahestehen. 
Leider standen mir von solchen Verbindungen, die zu prüfen wünschens- 
wert wären, nur sehr wenige und diese in sehr geringen Mengen zur 
Verfügung. Ich hatte nur die Möglichkeit, Kulturen mit Arabinose 
und Mannit und mit Glucon- und Zuckersäure in kleinem Maßstabe 
aufzustellen. In allen diesen Fällen wurde Aspergillus niger verwendet. 
Außerdem wurden noch Versuche mit den Kulturen von Aspergillus 
niger und Citromyces glaber auf Glycerin durchgeführt. i 


Bei den Citromycesarten ist die Fähigkeit zur Bildung von Citronen- 
säure auf Glycerin durch die Versuche von Mazé und Perrier?), Herzog 
und Polotzky®) und Wehmert) festgestellt. 


1) In der von den Aspergilluskulturen abgegossenen Flüssigkeit wurde 
die Citronensäure nachgewiesen und als Ca-Salz ausgeschieden. Oxalsäure 
enthielt diese Flüssigkeit nicht. 

2) P. Mazé et A. Perrier, Le 

3) R.O. Herzog und A. Polotzky, Le 

4) C. Wehmer, Chem.-Ztg. 87, 37, 1913. — Wehmer befand Glycerin als 
wirksames Substrat für die Citronensäurebildung nur bei Gegenwart von 
CaCO, 
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Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber auf Glycerin. 


Versuchsreihe 4. 
Mit jedem Pilz sind je zwei Kulturen aufgestellt, mit und ohne Calcium- 
carbonat. Jede Kultur enthielt je 50 ccm Nährlösung von folgender Zu- 
sammensetzung: 


Glycerin. . . 2. 2 2 2020. 20 Proz 
NHN Op 32.2.4: 3 wu . 0,15 „ 
Salze (mit Zn). . . .... 01 ,„ 


Nach der Impfung wurden die Kulturen 20 Tage im Thermostaten 
bei einer Temperatur von 27 bis 28° und darauf 15 Tage bei Zimmer- 
temperatur von 15 bis 18° stehengelassen. Am fünften Tage wurden je 
5 g sterilisierter Kreide einer der beiden Kulturen jedes Pilzes zugesetzt. 

In den Kulturen ohne CaCO, stellten wir die Anwesenheit von Citronen- 
säure durch die Reaktion von Deniges fest und bestimmten den Gehalt an 
Säure nach der Acidität der Kulturflüssigkeit; Oxalsäure war in diesen 
Kulturen nicht vorhanden. In den Kulturen mit CaCO, wurden Citronen- 
und Oxalsäure als Ca-Salze ausgeschieden und bestimmt. Die Analyse der 
Kulturen wurde nach dem üblichen Verfahren ausgeführt und ergab die 
folgenden Resultate: 




















Tabelle III. 

i o B Kulturen mit CaCO, | Asperg. niger | Citrom. glaber 
Pilzdeckengewicht (ohne Ca-Oxalat) .. ..g 0840 | 0,7550 
Ca-Citrat. re er a e g 0,1540 1,1740 
Sein Prozentgehalt an CaO ......... — 33,95 
Reaktion von Deniges . . . 22 22200. | deutlich 
Ca-Citrat 2.2 oo Er rnen g | 0,0370 0,0403 
Mit Fehlingscher Lösung... . . 2 2 2... | deutliche uktion 

Tabelle IV. 

o . Kulturen ohne Lat Co ! | Asperg. 9. niger | Citrom. glaber 
Pilzdeckengewicht EE E el 078 d 7595 u 0,7365 
Reaktion auf HNO, (mit Diphenylamin) . nicht vorhanden 
Oxalsäure .. u... 0 a a AE E | nicht vorhanden 
Reaktion von Deniges . . . . 2... 2220. deutlich 
Acidität auf 10 eem Kulturfüssigkeit n/1l0 | 

Ee, 0. Seren ee ccm 3,0 | 7,0 
Citronensäure nach Acidität . .. 2.2.2.2... Ä 0, 1050 , 0,2450 
Mit Fehlingscher Lösung. . . . 2... 2.2... | schwache Reduktion . 


Auf dem Glycerinnährboden häuft sich also Citronensäure in den 
Kulturen von Aspergillus niger ebenso wie in denen von Cilromyces 
glaber an, und zwar nicht nur mit Ca-Carbonat, sondern auch ohne 
dasselbe, d. h. auch in freiem Zustande. Mit Glycerin als Nährflüssigkeit 
kommt die Anhäufung von Citronensäure, besonders bei Aspergillus 
niger, bedeutend schwächer zum Vorschein als auf Zucker. Es ist 
auffallend, daß die Citronensäure sich hier in den Kulturen von Citro- 
myces glaber viel stärker als in denen von Aspergillus niger anhäuft, 
während auf Zucker ein umgekehrtes Verhältnis stattfindet. Offenbar 
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fallen die Bedingungen in gewissen Stadien des Vorganges, der von 
Glycerin zur Citronensäure führt, bei Ciiromyces glaber günstiger aus 
als bei Aspergillus niger. 


Kulturen von Aspergillus niger auf Rohrzucker, Arabinose und Mannit. 


Versuchsreihe 5. 


Jede Kultur enthielt je 30 ccm Nährlösung von folgender Zusammen- 
setzung: 


S Rohrzucker . . 20 Proz. und außerdem 
A Arabinose . . 20 (On. , . . 0,15 Proz. 
M Mamnit.... 20 „ Salze (mit Zn). 1,1 „ 


Die Kulturen wurden 20 Tage im Thermostaten bei einer Temperatur 
von 27 bis 28° und 15 Tage bei Zimmertemperatur von 15 bis 18° stehen- 
gelassen. — Die Entwicklung der Pilzdecke ging auf verschiedenen 
Nährlösungen sehr ungleich vor sich. Am stärksten entwickelte sie sich auf 
Rohrzucker, viel schwächer auf Arabinose und noch schwächer auf Mannit. 
Kreide, je 3 g, wurde der Kultur S am vierten Tage, den Kulturen A und M, 
infolge schwächerer Mycelentwicklung, am sechsten Tage zugesetzt. Zur Zeit 
der Analyse wurde das zugesetzte Ca-Carbonat in der Kultur S ganz er- 
schöpft; ihre Flüssigkeit hatte eine saure Reaktion. Zum Teil fand sich 
die Citronensäure in dieser Kultur in der Lösung, was durch die Reaktion 
von Deniges festgestellt wurde. Diese Säure wurde aber nicht bestimmt, 
und der in der Tabelle angegebene Wert bezieht sich nur auf die Citronen- 
säure, die sich im Niederschlag befand. 

Die Ergebnisse der Analyse sind in der nachfolgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 











Tabelle V. 
Aspergillus niger | Aut Rohrzucker! Auf Arsbinoge Auf Mannit 

Reduktion mit 'Fehlingscher sung] | ganz schwach stark "nicht vorhanden 
Acidität auf 10 ccm Kulturflüssig- 

keit n/10 Ba(OH,) .. . cem| 5,3 — | — 
Pilzdeckengew. (ohne Ca-Oxalat) g 0.6025 0,3970 0,4420 
Ca-Citrab . . Ee e gi >l 3900 | 0,0620 Spuren 
Sein Prozentgehalt an 0. = 33,40 — | — 
Reaktion von Deniges . deutlich | deutlich _ undeutlich 
Ca-Oxalat . . . 2. 2 2 2 2 20. P 1,9335 0,5500 0,0820 
Sein Prozentgehalt an Oxalsäure?) ' 61,56 61,88 — 
CaO in Kulturflüssigkeit. . . . gı 0,1900 0,0260 ; 0,0220 


Eine beträchtliche Menge von Citronensäure wurde nur auf Rohr- 
zucker nachgewiesen; bei weitem kleiner war ihre Menge auf Ara- 
binose und noch geringer auf Mannit. Die Geschwindigkeit der Mycel- 
entwicklung auf diesen Verbindungen entspricht der Fähigkeit zur 
Citronensäurebildung. Dieselbe Reihenfolge wie bei der Citronensäure 
findet sich auch bei der Oxalsäure, hier sind aber die Unterschiede 
weniger scharf ausgesprochen. — In der Kultur blieb ein beträcht- 


1) Calciumeitrat, Ca,(C,H,O,), enthält 33,74 Proz. Ca O. 
2) Ca-Oxalat enthält 61,64 Proz. Oxalsäure. 
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- licher Teil der ihr zugesetzten Arabinose — nach der annähernden 
Bestimmung durch Titrieren mit Fehlingscher Lösung ungefähr die 
Hälfte — unverbraucht. Dasselbe galt auch für die Kultur M in betreff 
des Mannits, der sich beim Einengen der Kulturflüssigkeit durch Ab- 
dampfen im Wasserbade leicht und reichlich ausscheiden ließ. 

Die durch unsere Versuche mit Aspergillus niger aufgestellte 
Reihenfolge in den geprüften Verbindungen in bezug auf ihre Fähigkeit, 
Citronensäure zu bilden, stimmt mit derjenigen Reihenfolge überein, 
die sich nach den Angaben von Herzog und Polotzky bei den Citro- 
mycesarten findet!). 

Diese Autoren geben die folgenden Werte an, welche die Prozent- 
verhältnisse zwischen gebildeter Citronensäure und verbrauchten Stoffen 


ausdrücken: 
Bei fünfwöchiger Kulturdauer auf 5proz. Lösungen von: 


Maltose `, . . ... 202.2. 50,5 Proz. 
Rohrzucker . . -. » 2» 2 .2..30,4 ,, 
Arabinose . . . . 2 2 2 22. 5,0 „ 
Xylse . . 2.2.2.2... o e . 114 55 
Bei neunwöchiger Kulturdauer auf 5proz. Lösungen von 
Dextrose . . . 2 2 2 2 2.0. 23,6 Proz. 
Lävulose . . . 2 2 2.2.2.0. 132 ,„ 
Galaktose . . . . 222.2... 81 „ 
Mannose . . ... 2.2... . 16,0 ,, 
Mannit 2%. %- a. ie 2 ay 
Erythrit 22. 2 we. 0 Se 
Glycerin. . . 2. 2 2 2 2200. 26,7 


Diese Angaben lassen sich, in Anbetracht der langen Kulturdauer 
und der niedrigen Konzentration der Ausgangslösungen nur als sehr ap- 
proximativ annehmen, aber es ist doch aus ihnen ersichtlich, daß Arabinose 
und Mannit dem Rohrzucker stark nachstehen und daß Glycerin eine 
Zwischenstellung einnimmt. Es ergibt sich also dasselbe Verhältnis, wie 
auch bei unseren Versuchen mit Aspergillus niger. Der verhältnismäßig 
schwache Unterschied zwischen Glycerin und Rohrzucker beruht wahr- 
scheinlich auf den Besonderheiten von Cüromyces, die auch in unseren 
Versuchen zum Vorschein kamen, nämlich darauf, daß die Bildung der 
Citronensäure sich auf Zucker schwächer und auf Glycerin stärker bei 
diesem Pilze als bei Aspergillus niger vollzieht. 

Aus den gesamten oben angeführten Angaben ergibt sich klar, 
daß einige Hexosen in ihrer Konstitution unter allen bisher geprüften 
Verbindungen zur Citronensäurebildung am besten vorbereitet sind, 
und daß Glycerin sich diesen Zuckerarten, die aus ihm in Pflanzen- 
zellen wahrscheinlich leicht entstehen können, in gewissem Grade 
nähert. Die in den Pilzkulturen auf Glycerin stets auftretende Re- 
duktionsfähigkeit weist darauf hin, daß die Verbindungen mit Aldehyd- 
gruppen hier entstehen. 


1) R.O. Herzog und A. Polotzky, Le 
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Es ergibt sich nun die Frage, auf welchem Wege die Umwandlung 
der Hexosen in Cilronensäure sich vollzieht. 

Bei den in meiner vorigen Mitteilung!) beschriebenen Versuchen 
ist festgestellt worden, daß die ein lösliches Ca-Salz liefernde Säure 
sich in den Zuckerkulturen der citronensäurebildenden Pilze — be- 
sonders in denen von Aspergillus niger — neben derselben anhäuft, 
und daß die Menge der in Frage kommenden Säure anfangs zunimmt 
und darauf allmählich abfällt, während die Citronensäure fortdauernd 
anwächst. Ein derartiges Verhalten legt die Vermutung nahe, daß 
die unbekannte Säure eine Zwischenstufe der Umwandlung des Zuckers 
in Citronensäure darstellt. Bisher hatte ich keine Gelegenheit, die 
in Frage stehende Säure genauer zu untersuchen, und ich kann hier 
nur einige vorläufige Ergebnisse mitteilen, die bei der Untersuchung 
der von den Analysen der soeben erwähnten Kulturen?) restierenden 
Flüssigkeiten erhalten wurden. 


Die ein lösliches Ca-Salz liefernde Säure in den Kulturen 
von Aspergillus niger auf Zucker. 

Die vorläufige Untersuchung der Kulturflüssigkeiten, in denen 
diese Säure nachgewiesen wurde, läßt mit gewisser Wahrscheinlichkeit 
vermuten, daß sie eine der den Hexosen nahestehenden Säuren, viel- 
leicht Parasaccharinsäure, ist, aber nicht Glucuronsäure, da ihr die 
Reduktionsfähigkeit fehlt. Die Säure läßt sich aus der Kulturflüssig- 
keit durch Niederschlagen mit Bleiacetat ausscheiden. Sie wird durch 
Bleiacetat allein nicht gefällt; nach Zusatz von NH, bildet sich aber 
ein voluminöser Niederschlag, der beim Stehen allmählich zu Boden 
sinkt. Ein Überschuß der Reagenzien ist zu vermeiden, da der in der 
Kulturflüssigkeit unverbraucht gebliebene Zucker dabei auch gefällt 
werden kann. 

Der ausgeschiedene Bleiniederschlag wurde durch Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, die von Schwefelblei abfiltrierte Flüssigkeit durch Ab- 
dampfen stark eingeengt und stehengelassen. Die so erhaltene sirup- 
artige, ein wenig braun gefärbte Flüssigkeit, die stark sauer reagierte 
und Fehlingsche Lösung fast gar nicht reduzierte, wies keine Neigung 
zur Kristallisation selbst bei sehr langdauerndem Stehen auf. Die 
dichte, fast harte Masse, die lange Zeit im Exsikkator über Schwefel- 
säure bis zum konstanten Gewichte stehengelassen und so getrocknet 
worden war, wurde gewogen — 2,1g —, in Wasser aufgelöst, und die 
Lösung auf 55ccm gebracht. In dieser Lösung bestimmte man die 
Acidität durch Titrieren mit n/10 Ba(OH), (Phenolphthalein als Indi- 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 186, 224, 1923. 
2) Derselbe, ebendaselbst, S. 230. Versuch 3, Kulturen a, l u. 2. 
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kator). Auf 10 ccm Lösung wurden 22,0 ccm n/10 Ba (O H), verbraucht. 
Es müßten für Parasaccharinsäure 21,0ccm und für Gluconsäure 
19,6 ccm verbraucht werden. — Setzte man der Lösung im Überschuß 
Ca-Oxyd zu, so löste es sich auf; beim Erhitzen schied sich aber ein 
voluminöser Niederschlag aus, der ziemlich leicht zu Boden sank. 
Beim Durchleiten von CO, löste er sich wieder auf. Dieses Verhalten 
ist für Gluconsäure und Saccharinsäuren charakteristisch. Um die 
Natur der betreffenden Säure klarzustellen, ist es nötig, sie in größeren 
Mengen zu erhalten, was sich ohne Schwierigkeit erreichen läßt, nach- 
dem die Bedingungen ihrer Anhäufung in den Pilzkulturen und das 
Verfahren zur Isolierung festgestellt worden sind. 


Wie aus den weiter unten erörterten Versuchen ersichtlich ist, 
muß die Annahme, daß die Gluconsäure als eine Zwischenstufe bei 
der Bildung der Citronensäure auftritt, ausgeschlossen werden, da 
diese Säure sich in den Pilzkulturen mit Gluconsäure nicht nachweisen 
ließ. Ebenso negativ war auch das Resultat beim Versuche mit Zucker- 
säure. 


Kulturen von Aspergillus niger auf Glucon- und Zuckersäure!). 


Versuchsreihe 6. 


Jede Kultur enthielt je 25 ccm Nährlösung von folgender Zusammen- 
setzung: 
G an etwa 10 Proz. | NH Ee RE 
Z Z = t 10 4 3 e e e ’ = 
uckers&ure etwa n | Salze (mit Zn) 0,1 „ 


Die Kulturen wurden bei Zimmertemperatur von 17 bis 20° stehen- 
gelassen. In beiden Kulturen entwickelten sich die Pilzdecken ziemlich 
langsam, besonders auf Zuckersäure; der Versuch dauerte ungefähr 
6 Wochen. Die vollständigen Decken bildeten sich erst nach 7 bis 10 Tagen; 
2 bis 3 Wochen nach der Bildung der Pilzdecken wurden den Kulturen je 
3 g sterilisierter Kreide zugesetzt. Bis dahin wurden zwei Proben von je l ccm 
den Kulturen steril entnommen und durch die Reaktion von Deniges auf 
Citronensäure geprüft?); in beiden Fällen fiel die Reaktion ganz negativ 
aus. Zur Zeit der Zusetzung von Ca-Carbonat enthielten die Kulturen noch 
beträchtliche Mengen unverbrauchter Glucon- und Zuckersäure, was sich 
schon an starkem Aufbrausen zeigte. Nicht unbedeutende Mengen dieser 
Säuren blieben auch während der Analyse unverbraucht. 


1) Bei diesen Versuchen wurden die Präparate der Glucon- und Zucker- 
saure von Kahlbaum als 50proz. Lösungen dieser Säuren verwendet. 

2) Mit dem Reagenz von Deniges gibt die Zuckersäure selbst schon 
unmittelbar eine Trübung und darauf beim Erhitzen einen flockigen Nieder- 
schlag. Beim Zusatz des Chamäleons nimmt der Niederschlag nicht zu; 
er unterscheidet sich seinem Aussehen nach stark von dem Niederschlag, 
der sich bei der Reaktion mit Citronensäure bildet. 
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Die Analyse der Kultur wurde nach dem üblichen Verfahren ausgeführt 
und ergab die folgenden Resultate: 











Tabelle VI. 
l Gluconsäure | Zuckersäure 
Pilzdeckengewicht (ohne Ca-Oxalat). .... . 0,2875. 0,2337 
Ca-CItrat ig E a ar an ee ee p a A ea 0 0 
Ca-Oxalat . . ... l... E EECHER 0,0395 0,0843 
CaO in Kulturflüssigkeit . . . . . . 2 22.0. 0,1770 0,0935 





In beiden Kulturen ließ sich nur Oxalsäure nachweisen. Das in 
den Kulturflüssigkeiten befindliche Calcium schien in Verbindung 
mit der unverbraucht gebliebenen Glucon- und Zuckersäure zu sein. 
Letztere befand sich zum Teil auch im Niederschlage mit Ca-Carbonat. 


Durch die Ergebnisse dieses Versuches wird die Annahme be- 
seitigt, daß die Glucon- bzw. Zuckersäure als eine Zwischenstufe an 
der Umwandlung des Zuckers in die Citronensäure teilnimmt. 


Am nächsten liegt die Vermutung, daß die Parasaccharinsäure oder 
irgend eine ihr nahestehende Säure eine Anfangsstufe dieser Umwandlung 
darstellt. Diese Möglichkeit wurde schon von Buchner und Wüstenfeld!) 
vorausgesehen, sie lehnten sie aber ab, weil es ihnen nicht gelungen war, 
die der Parasaccharinsäure ähnlichen Produkte in Citromyceskulturen 
aufzufinden. Die Parasaccharinsäure ist die den Hexosen am nächsten 
stehende Säure, welche die Kohlenstoffkette der Citronensäure hat. 


CH(OH).CH(OH).CHO CH(OH).CH,(OH) CH,.COOH 


CH(OH) CH(OH).COOH C(OH).COOH 
CH(OH).CH,(OH) CH, CH: (OH) CH,. COOH 
Hexose Parasaccharinsäure Cüronensäure 


Die Parasaccharinsäure läßt sich aus Hexosen durch intramolekulare 
Verschiebungen ohne Oxydation bilden. Daß diese molekulare Umstellung 
sich wirklich vollziehen kann, wurde von Kiliani?) bewiesen, der die Bildung 
der Parasaccharinsäure bei Einwirkung des Kalks auf Milchzucker fest- 
gestellt hatte?). 


In Anbetracht der weiten Verbreitung, die dem Vorgange der 
alkoholischen Gärung zukommt, erschien es verlockend, auch die 
Bildung der Citronensäure mit gewissen, bei diesem Vorgange ent- 
stehenden Produkten in Zusammenhang zu bringen. Auf die Versuche 
in dieser Richtung bezieht sich die Annahme, daß Acetaldehyd die 


1) Ed. Buchner und H. Wüstenfeld, Le 

2) H. Kiliani, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 87, 1201, 1904. 

3) Vgl. auch die neueren Angaben über die biologische und chemische 
Verwirklichung der Saccharinumlagerung von C. Neuberg und B. Arinstein 
(diese Zeitschr. 117, 276, 1920), sowie von R. Pummerer und W. Gump 
(Ber. 56, 1001, 1923). 
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Entstehung der Kohlenstoffkette der Citronensäure verursacht. So 
nimmt H. Euler!) für den Vorgang das folgende Schema an: 


H.CH,.CHO CH,.COOH 
OCH. CH, — C(0H).COOH 
H:CH,.CHO CH,.COOH 


3 Mol. Acetaldehyd Cüronensäure 


Obgleich die Bildung des Acetaldehyds bei verschiedenen Pilzen 
von C. Neuberg und Mitarbeitern?) nachgewiesen wurde, ist doch die 
Annahme Eulers, welcher die Citronensäurebildung mit dem Vorgange 
der alkoholischen Gärung in Verbindung zu stellen versucht, als wenig 
wahrscheinlich zu bezeichnen. Es gibt Tatsachen, die nicht zugunsten 
dieser Annahme sprechen. 

Vorerst, wäre der in Frage kommende Zusammenhang wirklich 
vorhanden, so müßte man bei allen Organismen mit stark ausge- 
sprochener Fähigkeit zur Citronensäurebildung eine beträchtliche 
Neigung zur Zuckerspaltung erwarten, die der alkoholischen Gärung 
eigentümlich ist. Das läßt sich jedoch nicht nachweisen, vielmehr ist 
anzunehmen, daß es sich gerade umgekehrt verhält. 

Alle typischen Citronensäurebildner von Aspergillaceae besitzen 
(am meisten) eine sehr schwach ausgeprägte Neigung zur alkoholischen 
Gärung?); und umgekehrt fehlt den Organismen mit bedeutender 
Neigung zu dieser Gärung ganz die Fähigkeit, Citronensäure zu bilden. 

Unter den Organismen der letzteren Kategorie kann man auf 
die alkoholbildenden Hefen und auf die ihnen nach der Neigung zur 
Alkoholgärung nahestehenden Vertreter von Mucoraceae hinweisen. 
So wurde bei unseren Versuchen mit Mucor racemosus festgestellt, 
daß dieser Pilz unter den Kulturbedingungen, bei denen die C’itromyces- 
arten und Aspergillus niger reichlich Citronensäure anhäufen — auf 
20 proz. Zuckerlösung, bei relativem Stickstoffmangel und mit CaCO, — 
nur Alkohol, dagegen weder Citronensäure noch irgend welche anderen 
Säuren bildete. 

Unter dem Gesichtspunkte der hier erörterten Frage ist die von 
Zopf?) beschriebene Hefe — Saccharomeycs Hansenii — von hervor- 
ragendem Interesse. Die Fähigkeit zur alkoholischen Gärung geht 
dieser Hefe vollständig ab, auf verschiedenen Zuckerarten und viel- 
wertigen Alkoholen bildet sie aber reichlich Oxalsäure. Man kann 
mit großer Wahrscheinlichkeit voraussetzen, daß diese Hefe auch 


1) M. Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, 3. Teil, 
S. 182, 1909. 

2) C. Neuberg und E. Färber, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; C. Neuberg 
und C. Cohen, ebendaselbst 121, 204, 1921. 

3) W. Zopf, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 7, 94, 1889. 
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Citronensäure zu bilden fähig ist. Ich hatte keine Gelegenheit, diese 
Voraussetzung zu prüfen, da mir Saccharomyces Hansenit nicht zur 
Verfügung stand, und ich ihn mir bis jetzt nicht verschaffen konnte. 
Jedenfalls erwiesen sich alle von uns untersuchten, Oxalsäure bildenden 
Pilze als fähig, auch Citronensäure auf Zucker zu bilden, und es liegt 
die Vermutung nahe, daß diese Säure eine intermediäre Stufe der 
Umwandlung von Zucker in Oxalsäure darstellt. Wir wir uns bei den 
Versuchen mit Aspergillus niger überzeugen konnten, ist die Citronen- 
säure ein viel häufigeres Produkt in den Zuckerkulturen dieses typischen 
Oxalsäurebildners als die Oxalsäure, besonders wenn die Kulturen 
keine die Säuren bindenden Basen enthalten. 

Die Vorgänge, welche den oben angegebenen Schemata der Citronen- 
säurebildung über Parasaccharinsäure (1) und über Aceialdehyd (2) ent- 
sprechen, werden durch die folgenden Gleichungen ausgedrückt: 

CeHi206 + 30 = CH0, + 2 H,O. (1) 
3 Ce H1206 + 18 O = 2 CH0, + 6 CO, + 10 H,O. (2) 

Nach Gleichung (1) beträgt die Ausbeute an Citronensäure in 
bezug auf den verbrauchten Zucker 106 Proz., nach Gleichung (2) 
71 Proz. Die bei dem weiter unten beschriebenen Versuche erhaltenen 
Ergebnisse entsprechen mehr der Gleichung (1). Bei diesem Versuche 
wurde die Rohrzuckerlösung der Einwirkung der vorher aufgezogenen 
Pilzdecke von Aspergillus niger ausgesetzt. 


Versuch 7. 

Aspergillus niger wurde auf 50 ccm Nährlösung aufgezogen, die 8 Proz. 
Rohrzucker, 0,3 Proz. NH,NO, und 0,2 Proz. Salze enthielt. Nachdem 
die Pilzdecke eine genügend starke Entwicklung erreicht hatte (Anfang 
der Conidienbildung), wurde die Kulturflüssigkeit abgegossen, die Pilzdecke 
wiederholt mit sterilisiertem Wasser abgespült und darauf 50 ccm steri- 
lisierter 13,4proz. Rohrzuckerlösung zugesetzt. Nachdem man die Lösung 
mit der Pilzdecke bei Zimmertemperatur von 16 bis 18° während 15 Tage 
stehengelassen hatte, filtrierte man die Flüssigkeit ab und brachte sie mit 
dem Waschwasser zusammen auf 100 ccm. Diese Flüssigkeit reagierte 
stark sauer, gab eine deutliche Reaktion von Deniges auf Citronensäure, 
gar keine auf Oxalsäure und enthielt noch eine beträchtliche Menge von 
unverbrauchtem Zucker. Bei der Analyse der Flüssigkeit wurde die gebildete 
Citronensäure nach Acidität und durch Fällung als Ca-Salz, der unverbraucht 
gebliebene Zucker durch Titrieren mit Fehlingscher Lösung bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in der Tabelle VII angegeben. 


Tabelle VII. 
Acidität, auf 10 ccm ursprüngl. Lösung bezogen, n/10 Ba(OH), 64,0 ccm 
Gesamtmenge der gebildeten Citronensäure!), (nach Acidität. . 2,050 g 
bestimmt | durch Fällung. . 1,910g 
Gesamtmenge des verbrauchten Zuckers `... 2,400 
Ausbeute an Citronensäure in bezug auf den verbrauchten Zucker 85,5 Proz. 


1) Die Citronensäure wird hier als wasserfrei angenommen — C,H,0; 
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Die gefundene Ausbeute an Citronensäure ist also viel höher als die- 
jenige, die der Gleichung (2), d. h. der Acetaldehydhypothese, entspricht 
(71 Proz.). Dabei ist in Betracht zu ziehen, daß der Zucker nicht nur auf 
die Bildung der Citronensäure, sondern zum Teil auch auf die Mycelent- 
wicklung verbraucht wurde, da die Pilzdecke während des Versuchs merkbar 
zunahm. Außerdem wurde die gebildete Citronensäure wahrscheinlich 
auch teilweise weiter oxydiert!). 

Infolgedessen muß die sich an Acetaldehyd anknüpfende Hypo- 
these Eulers über die Entstehung der Citronensäure als den Tatsachen 
widersprechend verlassen werden. Die festgestellten Verhältnisse 
sprechen mehr zugunsten der Saccharinsäurehypothese. Wenn auch 
diese Bedingungen die Möglichkeit der Citronensäurebildung aus den 
Produkten des bei alkoholischer Gärung stattfindenden Zuckerabbaues 
nicht ganz ausschließen, so läßt sich doch eine solche Synthese nur 
auf das Anfangsstadium dieses Abbaues beziehen, das der Zerlegung 
der Brenztraubensäure durch die Carboxylase Neubergs vorangeht, 
d. h. auf das Stadium der dreigliedrigen Radikale?). Aber die einfache 
Kombinierung dieser Radikale kann nicht die Kohlenstoffkette von 
der Struktur geben, die der Citronensäure eigentümlich ist. Deshalb 
scheint es wahrscheinlich zu sein, daß die Bildung der Citronensäure 
durch die Spaltung des Hexosemoleküls nicht im Verhältnis von 3:3, 
sondern im Verhältnis von 4:2 oder 5:1 begleitet wird. 

Nach A. Windaus?) vollzieht sich die Bildung der Parasaccharin- 
säure aus den sechsgliedrigen Monosacchariden durch die Spaltung der- 
selben in Tetrose und Glykolaldehyd und die darauf folgende Konden- 
sation $) der letzteren. 

Was die Spaltung der Hexosen im Verhältnis 5:1 anbelangt, so läßt 
sich diese sehr oft unter verschiedenen Bedingungen beobachten. So hat 


Walter Löb®) festgestellt, daß Formaldehyd und Pentose (wahrscheinlich 
d-Arabinose) die üblichen Produkte der durch verschiedene Verfahren 


D Nach Wehmer bildet Citromyces Pfejferiams bei Zufügung von Kreide 
in den günstigsten Fällen 50 bis 70 Proz. des verwendeten Zuckers in 
Citronensäure um. Es ist aber die tatsächliche Ausbeute bedeutend höher 
zu schätzen, da Zucker auf Mycelentwicklung und Citronensäure bei weiterer 
Oxydation teilweise verbraucht wurden. — C. Wehmer, Beitr. z. Kenntnis 
einheim. Pilze 1, 1, 1893. 

2) Vgl. C. Neuberg und J. Hirsch, Über Fragen der Gärungschemie. 
Ergeb. d. Physiol. 21 (1), 400, 1923. 

3) A. Windaus, Chem.-Ztg. 29, 564, 1905; Fr. Knoop und A. Windaus, 
Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 394 (Anm.), 1905. 

t) E. Baur (Die Naturwissenschaften 1, 474, 1913) faßt die Citronen- 
säure wie Äpfelsäure als Kondensationsprodukte von Glykolsäure 
(CH,OH.COOH) auf; dieser Hypothese fehlen jedoch alle chemischen 
wie physiologischen Grundlagen. 

5) Walter Löb, diese Zeitschr. 29, 317, 1910; 82, 73, 1911; 46, 288, 1912; 
68, 368, 1915. 
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bewirkten oxydativen Glykolyse des Traubenzuckers darstellen. Außerdem 
ließen sich Ameisensäure und Polyoxysäuren in gewisser Menge nachweisen. 
Eine solche Zuckerspaltung mit Formaldehyd- und Pentosebildung beob- 
achtete W. Löb bei der Elektrolyse, bei der Einwirkung von Natrium- 
hydroxyd mit und ohne Woasserstoffsuperoxyd, bei der Einwirkung des 
letzteren in Anwesenheit des Eisenniederschlags aus dem Extrakt von 
Pankreas, und schließlich bei den Bedingungen der Formaldehyd-Zucker- 
synthese nach Lebry de Bruyn und van Eckenstein, d. h. unter dem Einfluß 
des Bleioxydhydrats bei 70%. Bei der soeben erwähnten Zuckersynthese 
würde auch Pentosebildung festgestellt, was darauf hinweist, daß Aldol- 
kondensation und Aldolspaltung umgekehrte Vorgänge sind. Es ist nun 
von besonderem Interesse, daß Pentose sich, nach den Beobachtungen von 
W. Löb, neben Formaldehyd, Ameisensäure und Polyoxysäuren, ebenso 
wie aus Glucose, auch aus Glycerin bei anodischer Oxydation desselben 
bildet. In vorliegendem Falle verhält sich also Glycerin ebenso wie Glucose, 
was sich mit dem gleichartigen Verhalten dieser Substanzen auch in bezug 
auf die Citronensäurebildung in den Pilzkulturen zusammenstellen läßt. 

Die Polyoxysäuren, die sich bei den oben erwähnten Versuchen von 
W. Löb bildeten, wurden von ihm nicht näher untersucht; er teilt nur mit, 
daß ihre Ca-Salze 14,3 Proz. Ca enthielten. Das weit verbreitete Vorkommen 
von Pentosen oder ihren Derivaten in lebenden Zellen läßt annehmen, 
daß diese fünfgliedrigen Verbindungen sich auch hier in vielen Fällen von 
Hexosen herleiten?). 

Die angeführten Tatsachen legen die Vermutung nahe, daß die Hexosen 
sich bei der Citronensäuregärung unter Bildung von fünf- und eingliedrigen 
Radikalen spalten, und daß die Kohlenstoffkette der Citronensäure durch 
die entsprechende Kondensation dieser Radikale entsteht, wobei der Vorgang 
über eine der Parasaccharinsäure ähnliche Säure führt. 


Zusammenfassung. 

In den Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber auf 
Chinasäure, die eine vortreffliche Kohlenstoffquelle für diese Pilze 
darstellt, bildet sich keine Citronensäure. Wenn diese Kulturen säure- 
bindende Basen enthalten, häuft sich in ihnen nur Oxalsäure in be- 
trächtlichen Mengen an. Daraus läßt sich der Schluß ziehen, daß es 
sich bei der Bildung der Citronensäure in den Pilzkulturen auf Zucker 
nicht um den Abbau der Plasmasubstanzen, die sich auf Kosten des 
Zuckers regenerieren, sondern um die Umwandlung des Zuckers selbst 
handelt. 

Unter allen bis jetzt geprüften Verbindungen kommen die Hexosen 
als das beste Ausgangsmaterial zur Bildung der Citronensäure in den 
Kulturen von Aspergillus niger und Citromyces glaber in Betracht. 
Bedeutend schwächer, besonders bei Aspergillus niger, geht ihre Bildung 
auf Glycerin, viel schwächer auf Arabinose und noch schwächer auf 
Mannit vor sich. 

1) Nach Befunden von Salkowski und Neuberg (Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 86, 261, 1902) bildet die Glucuronsäure bei intensiver Fäulnis unter 
Abspaltung von Kohlensäure 1-Xylose. 
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Auf Glucon- und Zuckersäure bildet sich Citronensäure in den 
Kulturen von Aspergillus niger gar nicht; diese Säuren können also 
nicht als intermediäre Stufen bei der Citronensäuregärung angesehen 
werden. 

Die Citronensäure scheint keinen genetischen Zusammenhang 
mit der alkoholischen Gärung und irgendwelchen Produkten zu haben, 
die dieser eigentümlich sind. 

Die Tatsachen sprechen nicht zugunsten der Acetaldehydhypothese, 
denn die Ausbeute an Citronensäure auf Zucker kann viel höhere Werte 
erreichen, als es nach der dieser Hypothese entsprechenden Gleichung 
zulässig ist. 

Die Umwandlung der Hexosen in Citronensäure vollzieht sich 
wahrscheinlich durch die intermediäre Bildung einer Säure, die der 
Parasaccharinsäure nahesteht. Die intermediär entstehende Säure 
häuft sich in den Kulturen von Aspergillus niger auf Zucker unter 
gewissen Bedingungen in ziemlich beträchtlichen Mengen an. Sie läßt 
sich durch Fällung mit Bleiacetat (in Anwesenheit von NH,) aus- 
scheiden und weist einige Eigenschaften der Saccharinsäuren auf. 

Die vorliegenden Tatsachen legen die Vermutung nahe, daß die 
(Citronensäuregärung von der Spaltung des Hexosemoleküls unter 
Bildung von vier- und zwei- oder fünf- und eingliedrigen Radikalen 
und von der entsprechenden Kondensation derselben unter Bildung 
der für die Citronensäure geltenden Kohlenstoffkette begleitet wird, 
wobei sich die der Parasaccharinsäure ähnliche Säure als eine inter- 
mediäre Stufe bildet. — In dieser Hinsicht sind noch ergänzende Ver- 
suche notwendig. 
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Über den Einfluß von Kolloiden auf Fermente. I. 
Von 
Ludwig Pincussen. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Städtischen Krankenhauses 
| am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 16. August 1923.) 


Die Fermente, die wir bisher untersuchen, sind zweifellos keine 
reinen Substanzen. Auch wenn die Reinigung so weit getrieben ist, 
wie es Euler und vor allen Dingen Willstätter erreicht haben, kann 
man bekanntlich von einem reinen Ferment noch nicht sprechen. 
Alle Präparate, die bisher dargestellt wurden, sind zweifellos durch 
Beigabe anderer Substanzen verunreinigt. Wir können also eigentlich 
nur von fermenthaltigen Präparaten sprechen, und wir können auch 
nicht sagen, ob die Reaktionen, welche durch Lösungen solcher Präparate 
ausgelöst werden, oder auch die Eigenschaften solcher Fermentlösungen 
überhaupt wirklich dem wahren Ferment zukommen, oder der un- 
vermeidbaren Verunreinigung oder der Mischung beider. 

Zu den typischen Eigenschaften der Fermentpräparate gehört 
ihre Adsorption durch Substanzen mit großer Oberflächenentwicklung 
von bestimmtem Charakter. Gerade diese Eigenschaft ist bekanntlich 
von Willstätter in ausgiebigem Maße dazu benutzt worden, seinen 
Fermentpräparaten die bisher höchst erreichten Grade von Reinheit 
zu verleihen, indem die störenden Beimengungen adsorbiert wurden 
und im Gegensatz zu dem wirkenden Agens, das durch Elution vom 
Adsorbens losgelöst werden konnte, fest an diesem haften blieben. 
Bei diesem Verfahren werden zweifellos für die Wirkung unentbehrliche 
Teile nicht oder nur in geringem Grade irreversibel adsorbiert, was 
daraus hervorgeht, daß die gewonnenen reineren Lösungen stets höhere 
Aktivität zeigen. 

Die nachfolgenden Versuche, die mit mäßig weit gereinigten 
Fermenten des Handels angestellt worden sind, die also Ballaststoffe 
in nicht unerheblicher Menge aufweisen, sollen eine Übersicht darüber 
geben, wie ein genau charakterisiertes Kolloid auf solche Fesment- 
lösungen einwirkt. Als Kolloid wurde das elektropositive kolloidale 
Eisen (Ferrum oxydatum dialysatum), gut dialysiert, gewählt. Die 
Art der Versuchsanordnung entspricht ungefähr den biologischen 
Verhältnissen, indem als Adsorbens eine kolloide Lösung und nicht 
ein fester Körper mit großer Oberfläche gewählt wurde. Die Anwendung 


L 
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der unreinen Fermentpräparate des Handels führt zweifellos zu Un- 
genauigkeiten, ja zu Fehlern. Ich mußte aber aus äußeren Gründen 
zunächst auf die Anwendung reinerer Fermentpräparate verzichten; 
für biologische Fragen scheint mir jedoch diese Unterlassung nicht 
zu schlimm, da die Präparate ja nur mit Substanzen verunreinigt sind, 
die auch bei ihrer Wirkung im Organismus ihnen anhängen. 


Die Versuche sollen dartun, wie ein Zusatz der Lösung von kolloi- 
dalem Eisen auf die Lösungen der Fermente wirkt. Vor allem inter- 
essierte die Frage, ob die Wirkung des Kolloids auf das Ferment von 
der Wasserstoffionenkonzentration abhängig ist, da durch Änderung 
der Reaktion Umladungen und dementsprechend geänderte Adsorp- 
tionsbedingungen geschaffen werden können. Es war also zu erwarten, 
daß die Wirkung des Kolloids bei einer bestimmten Reaktion eine 
optimale sein würde, daß das Ferment an das Kolloid also so gebunden 
werden würde, daß die fermentative Wirkung auf das zugesetzte Substrat 
maximal geschädigt ist. Es wurden die verschiedensten Fermente in 
das Bereich der Untersuchung gezogen: die eiweißspaltenden Fermente 
Pepsin (aus Magenschleimhaut), sowie ein Trypsin des Handels (Grübler) ; 
ferner Labferment und verschiedene Diastasepräparate. 


Wenn der kolloide Zustand bei der Fermentnatur eine Rolle spielt 
und neben der streng spezifischen Wirkung des eigentlichen Ferment- 
kernes noch vielleicht als zweiter Bestandteil ein Kolloid für die Ferment- 
wirkung erforderlich sein sollte, wäre es denkbar, daß ein im übrigen 
unspezifisches Kolloid, sonst aber mit ähnlichen Eigenschaften, wie es 
für die betreffende Fermentwirkung erforderlich ist, begünstigend auf 
diese wirken könnte, daß also einerseits bei einer bestimmten pa maxi- 
male Schädigung durch Bindung (Inaktivierung) auftreten könnte, 
bei einer anderen dagegen eine Begünstigung. Daß solche Begün- 
stigungen möglich sind, habe ich vor langer Zeit am Trypsin?) zeigen 
können, freilich ohne Berücksichtigung der pe. Es soll aber dahin- 
gestellt bleiben, ob es sich hierbei um eine Verstärkung der Ferment- 
wirkung handelt oder um eine katalytische Wirkung besonderer Art. 


Alle Versuche sind mit der Reihenmethode angestellt, die gewiß 
anfechtbar ist (vgl. hierzu z. B. die Ausführungen von Willstätter über 
Diastasebestimmung), die aber durchaus genügt, um qualitative Unter- 
schiede zu zeigen. 

Prinzipiell wurde folgendermaßen vorgegangen: Eine Reihe von 
Reagenzgläsern wurde mit absteigenden Mengen der Fermentlösung 
beschickt (je 1 cem); hierzu wurde 1 ccm Pufferlösung der betreffenden 
pn gegeben, ferner 1 ccm Lösung des kolloidalen Eisens (Originallösung 


1) Diese Zeitschr. 40, 307, 1912. 
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auf Za bzw. La verdünnt, so daß die angewandte Lösung einer Kon- 
zentration von 0,1 mg bzw. 0,05 mg Eisenhydroxyd im Kubikzentimeter 
entsprach). Es wäre in manchen Fällen vielleicht wünschenswert 
gewesen, noch stärkere Lösungen anzuwenden, es verbot sich jedoch 
dadurch, daß die Reaktionen dann schlecht verfolgt werden konnten. 
Die entsprechenden Kontrollen erhielten an der Stelle von kolloidalem 
Eisen l cem Wasser. Zum Schluß wurden zu jedem Glase 2ccm der 
Substratlösung gefügt, die Reagenzgläser zusammen für bestimmte 
Zeit in ein konstantes Wasserbad gebracht, nach Ablauf der Verdauungs- 
zeit herausgenommen, schnell abgekühlt und der Erfolg der Ferment- 
wirkung durch Zusatz entsprechender Reagenzien festgestellt. 


Pepsin. 


Angewandt ein Grüblersches Präparat aus Schweinemagen. Ausgegangen 
wurde von einer 0,05proz. Lösung. Die gewünschte Weasserstoffionen - 
konzentration (zwischen py = 1,2 und 4,2) wurde hergestellt durch 
Mischungen von Glykokoll und Salzsäure. Zu l ccm der reihenmäßig mit 
n/30 HCl verdünnten Pepsinlösung — auch die Lösung des Ferment- 
präparates war mit derselben Salzsäure vorgenommen worden — kam 
l ccm m/3 Pufferlösung, 1 ccm Eisen bzw. Wasser und 2 «cm einer 0,1 proz. 
Lösung von Edestin in der gleichen Salzsäure. Verdaut wurde 60 Minuten 
bei 37°. Auf Verdauung wurde geprüft durch Zusatz gesättigter Kochsalz- 
lösung in üblicher Weise. Nachfolgend die Resultate dreier Versuche: 
sie sind wegen Raumersparnis, wie auch die der anderen Untersuchungen, 
nur so dargestellt, daß angegeben wird, bei welcher Reaktion die Zugabe 
des Kolloids hemmend, fördernd oder gar nicht wirkt. 




















, Fördernd | TEE ) | Schäd gend 
Versuch I... . .| 4,2 > 37 | 1,2; 1,9; 2,4; 2,9 
ip u a E f 4,2 3,7 | 1,2; 1,9; 2,4; 2,9 
se HL 2 3220 | — | 37; 42 | 1,2; 1,9; 2,4; 2,9 


Kontrollversuche mit ionischem Fe (Fe, Cl,) in gleicher Konzentration 
ergaben keine Einwirkung. 

Pepsin wird als Säure von elektropositivem Eisenhydroxyd adsorbiert. 
Sein Optimum liegt bei 1,2 bis 1,4. Auch diese Versuche ergaben das 
Optimum an der gleichen Stelle. Hier war die Hemmung am stärksten ; 
bei den Reaktionen von 1,9 bis 2,9 war die Schädigung annähernd ebenso 
stark, also bei den Weasserstoffionenkonzentrationen, bei welchen das 
Pepsin noch, stark wirksam ist. Darüber hinaus, also bei 3,7, war der Zusatz 
unwirksam, während bei 4,2, wo die Wirkung des Pepsins nur eine ziemlich 
schwache ist, in fast allen Versuchen eine mäßiggradige Zunahme festgestellt 
wurde. Wie schon vorher erwähnt, kann über den Grund dieser Förderung 
auch vermutungsweise nicht ausgesagt werden. 


Das Verhalten des Pepsins gegenüber dem Kolloid entspricht 
durchaus den Anschauungen, die sich auf die Adsorption gründen: 
das Ferment wird von dem entgegengesetzt geladenen Kolloid gebunden 
und so in seiner Wirkung auf das Substrat gehemmt. 
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Labferment. 


Angewandt verschiedene Lab- und Pepsinpräparate von Grübler. 
Methode: NReihenversuch, Substrat 10proz. Lösung von Trockenmilch 
mit Zusatz von 0,5Proz. 20proz. Calciumchloridlösung. Wirkenlassen im 
Wasserbade während 30 Minuten und darauf Prüfung der Gerinnung. 
Einzelne Versuche wurden so angestellt, daß die Lösungen 24 Stunden im 
Eisschrank aufgehoben wurden und nach dieser Zeit 5 Minuten in ein 
Wasserbad von 37° gestellt wurden. 


Labferment ist als Base aufzufassen, das dementsprechend von elektro- 
positivem Eisenhydroxyd nicht gefällt wird. Nach den vorliegenden Angaben 
gilt dies für jede Reaktion. Wenn man ’annimmt, daß Adsorption und 
Schädigung miteinander parallel gehen, wäre der Schluß zu ziehen, daß eine 
Schädigung der Fermentwirkung durch kolloidales Eisen nicht eintritt. 
Dieser Anschauung entsprechen auch im wesentlichen die Versuchsresultate: 
bei einer py zwischen 5,9 und 7,0 war irgendwelche Beeinflussung nicht 
festzustellen. Die Versuche ergaben im einzelnen folgendes: 








| Fördernd | Unwirksam Schädigend 
Versuch IT ..... | — 6,0; 6,4; 6,8 — 
N EE | — 6,0; 6,4; 6,8 ' — 
a UL o a — 5,9; 6,3; 6,55; 6,7 — 
Pe o en — 5,9; 6,3; 6,7; 7,0 7,4 


Während das Bild im allgemeinen also der Theorie entspricht, 
ist die Schädigung bei 7,4 nicht leicht erklärlich. Möglicherweise kommt 
hierbei eine Beeinflussung des Substrats in Frage, welche die Lab- 
wirkung erschwert. Bei Behandlung der Ergebnisse mit Trypsin wird 
hierüber noch einiges zu sagen sein. 


Trypsin. 


Nach den vorliegenden Literaturangaben wird Trypsin sowohl bei 
saurer als bei neutraler Reaktion von Tonerde ebenso wie von Eisen- 
hydroxyd, ferner auch von Kaolin vollständig adsorbiert, während die 
Adsorption bei alkalischer Reaktion auch statthat, jedoch unvollständig 
ist. Nimmt man die Adsorption des Ferments als maßgeblich für die 
Hemmung der Fermentwirkung an, so müßte kolloidales Eisen bei saurer 
und neutraler Reaktion die Trypsinwirkung in höherem Maße hemmen 
als bei alkalischer Reaktion. 

Verwandt wurde ein Trypsin-Handelspräparat, ferner Pankreatin 
Rhenania. Auch hier wurden Reihenversuche ausgeführt, indem die Wirkung 
fortschreitender Verdünnungen auf eine 0,lproz. neutrale Caseinlösung 
(nach der Methode Fuld-Gross dargestellt) geprüft wurde, von der zu je 
l ccm Trypsinverdünnung je 2 ccm zugefügt wurden. Zusatz von Eisen- 
lösung bzw. Wasser sowie von Pufferlösung wie stets. Verdauung im 
Brutschrank 60 Minuten bei 37°. 


Die oben erwähnten Angaben entsprechen wenig den Vorstellungen, 
die man sich von den Adsorptionsverhältnissen macht. Der isoelektrische 
Punkt des Trypsins liegt nach einer Angabe von Michaelis und Davidsohn 
bei 2 . 10—4, das Optimum der Trypsinwirkung bei 2,1 . 10-®, während 
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Long als Optimum für Caseinspaltung 6 bis 6,5 angibt. Die nach- 
folgenden Versuche erwecken den Eindruck, alsob das Trypsin, wenigstens 
das der angewandten Präparate, bei mp 6,5 noch schwach positiv ge- 
laden sei. Bei dieser Reaktion hat das kolloidale Eisen keinen Einfluß; 
bei alkalischerer Reaktion muß man die Entstehung einer negativ 
geladenen Kombination annehmen, die vom kolloidalen Eisen gebunden 
und dadurch mehr oder weniger unwirksam gemacht wird. Im Gegen- 
satz hierzu ist bei einer geringeren pe die Trypsinwirkung durch das 
Kolloid gesteigert: eine Adsorption bzw. Fällung kommt bei der so 
entstehenden positiven Ladung jedenfalls nicht in Frage. 


Die Versuche verliefen folgendermaßen: 


| | Fördernd | Unwirksam | Schädigend 

















Versuch I ..... | 6,3; 5,9 6,55; 6,7 
H SËCH | 6,3; 5,9 6,55; 6,7 
1 9 0 EEE ‚3 6,0 6,8; 7,6; 8,4; 9,1 
DN. aiaa | 5,3; 6,0 en 6,8; 7,6; 8,4; 9,0; 9,8; 10,8 


Es ergibt sich hier eine Reihe von Fragen, die bisher ganz un- 
geklärt sind. Bisher habe ich Adsorption des Ferments und Beeinflussung 
der Wirkung stets identifiziert; in der Tat gehen diese Dinge in den 
meisten Fällen parallel. Andererseits gibt es eine Reihe von Angaben, 
welche die Adsorption durchaus nicht mit einer Schädigung des Ferments 
vergesellschaftet wissen wollen. So hat z. B. Michaelis!) angegeben, 
daß an kolloidales Eisen gebundene Saccharase nicht weniger stark 
wirkt als das freie Enzym. Es wäre noch ein anderer Mechanismus 
für die Hemmung der Fermentwirkung denkbar, nämlich die Wirkung 
des Kolloids auf das Substrat. Es läßt sich aber bisher richt sagen, 
wie wir uns von diesem Gesichtspunkt aus die Schädigung bei 
alkalischer Reaktion vorzustellen haben. Ebenso schwer zu erklären 
ist die Förderung, welche bei erheblich saurer Reaktion eintritt: ob 
vielleicht die Bindung Ferment— Substrat dadurch erleichtert wird, 
ob vielleicht das Metallkolloid katalytisch wirkt, muß vorläufig ganz 
dahingestellt bleiben. 


Diastase. 


Es kam zur Beobachtung die Wirkung des Eisenkolloids auf die 
Spaltung löslicher Stärke durch verschiedene Diastasen. Von löslicher 
Stärke wurde allgemein das Kahlbaumsche Präparat angewandt, so 
daß die Versuche direkt vergleichbar sind. Daß die ‚lösliche‘“ Stärke 
nichts Einheitliches ist, sondern eine Kombination darstellt, ist bekannt, 
ein Fehler dürfte jedoch daraus nicht herzuleiten sein. 


1) Diese Zeitschr. 7, 488, 1907 8. 
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Die verschiedenen Methoden zur Wirkungsbestimmung des dia- 
statischen Ferments gründen sich bekanntlich auf zwei prinzipiell ver- 
schiedene Dinge: die eine Methode, deren typischster Repräsentant das 
von Wohlgemuth ausgearbeitete Verfahren darstellt, mißt das Verschwinden 
der Stärkereaktion, die andere die Bildung von Zucker, besonders Maltose. 
Nach den Anschauungen von Pringsheim!) erfolgt bei der Stärkespaltung 
zunächst unter der Wirkung eines wenig aktiven Enzyms eine reine Löslich- 
machung durch bloße Depolymerisation, wobei die Blaufärbung durch Jod 
noch erhalten bleibt. Bei stärkerer Enzymwirkung erfolgt bei fortschreitender 
Depolymerisation eine Freilegung von Aldehydgruppen: die Intensität 
der Jodfärbung nimmt ab, und zugleich nimmt die Reduktionskraft zu. 
Weiterhin verschwindet die Jodfärbung ganz und man gelangt zu den 
sogenannten Maltodextrinen. Beide Phasen des Stärkeabbaus, die De- 
polymerisation und die Molekularverschiebung mit Freilegung der Aldehyd- 
gruppe laufen einander nebenher. Als wahrscheinlich ist anzunehmen, 
daß den diastatischen Fermenten zwei verschiedene Wirkungen zukommen 
bzw. daß in den Präparaten sich zwei Fermente finden, deren Unterschied 
besonders bei der Takadiastase mit der hohen stärkespaltenden und geringen 
verzuckernden Fähigkeit sehr evident ist. Wenn auch nach Willstälter ?) 
die Bestimmung des reduzierenden Zuckers sich erheblich exakter durch- 
führen läßt, habe ich in diesen orientierenden Versuchen zunächst vor- 
gezogen, die Wirksamkeit der Fermente zu prüfen, welche auf den primären 
Abbau des Stärkemoleküls gerichtet ist und die sich also im Verschwinden 
der Jodreaktion manifestiert. 

Die Ausführung der Versuche war die folgende: absteigende Mengen 
der zu untersuchenden Diastase (je 1 ccm) wurden mit 1 cem Pufferlösung 
und Leem Fe-Lösung bzw. Wasser beschickt, dazu wurden 2ccm einer 
0,1 proz. löslichen Stärkelösung gegeben und die Mischungen auf %, Stunden 
in ein Wasserbad von 37° eingestellt. Nach dieser Zeit wurden sie heraus- 
genommen, schnell abgekühlt und je 2ccm n/1000 Jodlösung zugefügt. 
Die Stärkelösung wurde so hergestellt, daß zu der entsprechenden Menge 
gerade zum Sieden erhitzten Wassers die entsprechende Menge Stärke, in 
etwas Wasser suspendiert, zugegeben wurde, ohne daß weiter erhitzt wurde. 
Die so erhaltene Stärkelösung zeigt noch keine irgendwie merkbare Ver- 
änderung der Stärke. 


Diastase aus Malz. 


Versuche wie oben angegeben. Zugabe von kolloidalem Eisen bei Ver- 
such 1 bis 4 0,05 mg Eisen im Kubikzentimeter, bei Versuch 5 0,1 mg Eisen- 
hydroxyd im Kubikzentimeter. Als Puffer wurden Phosphate, Borate 
und Citrate angewandt. Die Resultate waren die folgenden: 














` Fördemd Unwirksam | Schädigend 
Versuch I ..... | — 5,0; 60 | 3,3; 4,0; 4,7; 6,8; 7,6; 8,4 
S Ën er | — 6,0 6,4; 6,8 
a ALE 2-0 nn == — 6,4; 7,0; 7,7 
ee > Sé E | — l 6,0 4,0; 4,65; 5,3 
à LEE — | 6,0 | 4,0; 4,65; 5.3; 7.6 


1) Pringsheim, die Polysaccharide. 
23) Willstätter und Schudel, Ber. 51, 780, 1918. 


318 L. Pincussen: 


Nach den vorliegenden Untersuchungen verhält sich Malzamylase 
bei neutraler und alkalischer Reaktion wie eine Säure, bei saurer wie 
eine Base. Es muß demnach bei saurer Reaktion von Eisen nicht 
adsorbiert werden, während bei neutraler oder alkalischer Reaktion 
von dem entgegengesetzt geladenen Eisenkolloid adsorbiert wird. Die 
Versuche ergeben eine Schädigung bei allen untersuchten Reaktionen 
mit Ausnahme einer Zone, die sich ungefähr zwischen pp 5,3 und 6,0 
erstreckt. Auf die Adsorption ist demnach die verschiedene Wirkung 
bei verschiedener Reaktion nicht zurückzuführen. Auch zu einer 
Beeinflussung der Stärke durch das Kolloid bestehen nur vielleicht 
auf der alkalischen Seite Beziehungen, indem bei einer Reaktion über 
Pu 6,8 die Stärke vom Eisen mehr oder weniger ausgeflockt wird. 
Es müssen also hier noch andere Verhältnisse in Frage kommen, welche 
sich einer Analyse bisher entziehen. Mit dem Optimum der Amylase- 
wirkung bestehen dagegen gewisse Beziehungen: wenn auch im all- 
gemeinen dieses zu ungefähr 4,7 angegeben wird, so verschiebt sich 
nach den Untersuchungen von Hahn!) auf Salzzusatz dieser Punkt nach 
der alkalischen Seite hin; in den meisten meiner Versuche entsprach 
denn auch die nicht schädigende Wirkung des Eisenkolloids der pyg, 
bei welcher ohne Kolloidzusatz die Wirkung optimal war. 

Wenn auch von den meisten Autoren angegeben wird, daß der 
Zusatz von Salzen, der bei der Wirkung der Speicheldiastase eine 
erhebliche Rolle spielt, bei der Diastase aus Malz ohne Einfluß ist, 
scheint mir aus meinen Versuchen doch hervorzugehen, daß diese 
Anschauung nicht zu Recht besteht. Im Gegenteil zeigt sich auch hier 
ein deutlicher Einfluß, ebenso wie bei der Speicheldiastase abhängig 
vom Anion. Während Cl an dem ganzen Bilde prinzipiell nichts ändert, 
ist der Einfluß von NO, deutlich. Die Versuche wurden in der gleichen 
Weise wie vorher beschrieben angestellt, mit dem Unterschiede, daß 
außerdem Leem einer 2proz. Natriumchlorid- bzw. Natriumnitrat- 
lösung zugefügt wurde. Die Diastaselösung war, wie auch in den vor- 
herigen Versuchen, 0,125proz. Die Resultate mit Cl’-Zusatz waren 
die folgenden: 




















Fördernd Unwirksam | Schädigend 
Versuch I .....| — 5,3; 60 4,0; 6,8; 7,6 
a AR EEE er | — 6,0 3,3; 4,0; 4,65; 5,3; 6.8; 
| 76. 84 


Die Verhältnisse liegen also hier ebenso wie ohne Salzzusatz. 
Erheblich anders ist das Resultat bei Zusatz von Nitrat. In den Ver- 
suchen 1 und 2 wurde 1l ccm einer 2proz. Lösung, bei Versuch 3 einer 
5proz. Lösung zugefügt. Es ergab sich folgendes: 


1) Hahn und Harpuder, Zeitschr. f. Biol. 71, 287. 
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| Fördernd | Unwirksam | Schädigend 
Versuch I ..... | 6,0; 6,8; 7,6] 53 4,0; 4,65 
DN C SES "Gg: 7,6 5,3; 6,0 4,0; 4,65 





Auch hier liegt im Optimum eine Zone, bei welcher das Kolloid 
ganz ohne Wirkung ist, und ebenfalls eine Verschlechterung auf der 
sauren Seite. Ganz neu dagegen ist die Besserung auf der alkalischen 
Seite, für die eine Erklärung zu geben vorläufig ganz unmöglich ist. 
Auch die Wirkung des Kolloids auf das Substrat kann hier kaum heran- 
gezogen werden. 


Takadiastase. 


Die Deutung der Resultate ist hier besonders schwer infolge der schon 
erwähnten hohen stärkespaltenden und geringen verzuckernden Kraft. 
Nach den oben mitgeteilten Ausführungen ist das Verschwinden der Stärke- 
jodfarbe erst dann intensiver, wenn in größerem Maße Aldehydgruppeu 
gebildet werden, also die verzuckernde Tätigkeit energischer wird. Die 
Versuche, welche mit einer 0,125proz. Lösung des ÖOriginalpräparates 
angestellt wurden, ergaben ebenfalls einen Indifferenzpunkt, der bei Py 6,8 
liegt, während bei höherer Alkalität eine Besserung, bei höherer Acidität 
eine Verschlechterung beobachtet wurde. 














| Fordemd  Unwirkdem hi Schädigend 
Versuch I ..... | 74 6,8 4,6; 5,9 
De € GEES ' 7,4 68 | 4,6; 5,9 


Eine Erklärung dieses Verhaltens läßt sich auch nicht geben: 
würde man die Adsorptionshypothese machen, so müßte es gerade 
umgekehrt sein; auch der isoelektrische Punkt kommt nach dem bisher 
bekannten in keine Beziehung, da dieser bei deutlich saurer Reaktion 
liegt. Es würde also in diesem Falle beim Optimum die größte Schä- 
digung eintreten. Zusatz von Salzen verschiebt das Bild etwas, jedoch 
nicht in ganz klarer Weise. Es hängt augenscheinlich außerdem viel 
von der Menge des zugesetzten Salzes ab. So war bei einem Versuche 
unter Zusatz von Natriumchlorid das Verhältnis ganz umgekehrt, 
indem bei 4,65, also dem Optimum der Diastasewirkung, eine Beein- 
flussung vollkommen fehlte, während bei alkalischer Reaktion eine 
Schädigung zu verzeichnen war. Versuche mit anderen Mengen gaben 
ein fast entgegengesetztes Bild. Auf Zusatz von Nitrat wurde in mehreren 
Versuchen eine Zone zwischen pa 4,65 und 6,8 festgestellt, bei welcher 
das Kolloid ganz unwirksam war, während bei alkalischer Reaktion 
eine Schädigung auftrat. Andere Versuche unter anderen Verhältnissen 
jedoch ergaben wiederum abweichende Resultate. 


220 L. Pincussen: 


Speicheldiastase. 


Es wurde angewandt menschlicher, in üblicher Weise gewonnener 
Speichel, der ohne weitere Behandlung auf das Zehnfache verdünnt, filtriert 
und zur Analyse verwendet wurde. Versuchsanordnung wie stets. Bei 
der Wichtigkeit der Anionen für die Speichelwirkung wurden außer Ver- 
suchen mit unbehandeltem Speichel auch solche ausgeführt, in denen 
Chlorid und Nitrat zugesetzt wurden. 


Nach vorliegenden Untersuchungen wird Speicheldiastase bei jeder 
Reaktion sowohl von Kaolin wie von Tonerde, also auch von Eisenhydroxyd 
adsorbiert. Das Optimum liegt nach Michaelis und Pechstein für Phosphat- 
puffer bei 6,1 bis 6,2, nach Hahn bei 6,4 bis 6,5, für Chloridamylase bei 6,7, 
für Nitratamylase bei 6,9. Durch neutrale Alkalisalze wird das Optimum 
nach der sauren Seite verschoben. 


Meine Versuche ergaben folgendes: 


H 
1 




















Fördernd Unwirksam | Schädigend 
Ohne Zusatz 
Versuch I ....' 68; 74 5,9 4,6 
2 II . 6,8; 7,4 5,9 | 4,6 
Chloridamylase ` . . ` — — 4,0 —7,6 
Nitratamylase `, .. — — 4,65—8,4 





Speicheldiastase ohne Zusatz ergibt also eine Wirkungslosigkeit 
des Kolloids im optimalen Punkte, eine Verschlechterung bei saurer, 
eine Besserung bei alkalischer Reaktion. Auf Zusatz von Cl bzw. NO, 
Schädigung im ganzen untersuchten Gebiet. Auch hier ist mit unseren 
bisherigen Kenntnissen eine Analyse nicht möglich. Die Adsorptions- 
theorie kommt sicherlich nicht in Frage, da Diastase ja bei jeder 
Reaktion adsorbiert wird; freilich verändern sich durch den Zusatz 
des Anions Clbzw. NO, die elektrischen Eigenschaften in ganz typischer 
Weise, indem eine Substanz mit Säurecharakter gebildet wird, bei 
der die Adsorption durch das gegensätzlich geladene Eisen erheblich 
stärker sein muß als bei dem Ferment ohne Zusatz. Ob jedoch hier 
der Schlüssel für dieses Verhalten liegt, muß vorläufig dahingestellt 
bleiben. Denkbar ist natürlich auch eine Beeinflussung der Stärke 
durch das Salz bzw. das Anion. 


Wie diese Versuche, welche zunächst nur orientierend gedacht 
sind, zeigen, läßt sich für die Wirkung auch eines wohlcharakterisierten 
Kolloids auf im übrigen gut bekannte enzymatische Vorgänge keine 
für alle Fälle gültige Erklärung geben. Die Wirkungen sind außer- 
ordentlich wechselnd und vielfach sehr undurchsichtig. Sie hängen 
von den verschiedensten Dingen ab. Zwar spielt die Reaktion eine 
erhebliche Rolle, doch ist diese durch die verschiedensten Neben- 
bedingungen häufig getrübt, verschleiert oder ganz verdeckt. Sicher 
kommt auch der Wirkung des Kolloids auf das Substrat erhebliche 
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Wichtigkeit zu: in welchem Sinne, läßt sich vorläufig auch nicht ent- 
scheiden. Grundsätzlich ergibt sich, daß die Wirkung des hier unter- 
suchten kolloidalen Eisens in weitaus den meisten Fällen eine schädigende 
ist, daß Unwirksamkeit sich häufig im isoelektrischen Punkte findet 
und daß eine Förderung in einzelnen Fällen sicher beobachtet ist, 
ohne daß sich hierfür eine bündige Erklärung geben ließe. Es wird 
notwendig sein, diese Untersuchungen zunächst an einem einzigen 
Beispiel unter den verschiedensten Bedingungen zu prüfen, um unsere 
Kenntnisse in dieser außerordentlich schwierigen Materie zu vertiefen. 


Über den Einfluß von Kolloiden auf Fermente. II. 


Von 
Jitsuichi Hagihara. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Städtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 16. August 1923.) 


In der vorhergehenden Mitteilung ist gezeigt worden, wie ein an- 
organisches Kolloid mit einem typischen Ladungssinn auf verschiedene 
fermentative Prozesse einwirkt, insbesondere wie sich der Einfluß 
der Wasserstoffionenkonzentration hier bemerkbar macht. In dieser 
Arbeit habe ich nun versucht, in ähnlichem Sinne den Einfluß zweier 
Substanzen zu untersuchen, die zu der biologisch wichtigen Klasse 
der Lipoide gehören, wenn ihnen auch sonst Ähnlichkeit nicht zukommt. 
Es handelt sich um das Cholesterin und um das Lecithin. Über das 
Cholesterin bestehen so gut wie keine Angaben!): man hat es hier auch 
nicht eigentlich mit einem Kolloid zu tun; die feinen Suspensionen, 
die man erzielen kann, zeigen zwar feinste Partikelchen, sind aber als 
eigentliches Suspensionskolloid noch nicht anzusehen, wenn es auch 
sehr stark an der Grenze steht. Näher den Kolloiden, und zwar den 
hydrophilen, stehen die von mir angewandten Lösungen des Lecithins. 
Hier besteht eine ziemlich reichhaltige Literatur, die in den Hauptpunkten 
kontrovers ist. Mit Ausnahme von Lapidus (1), der Handelslecithin 
untersucht hat, haben die meisten Autoren Extrakte aus Organen, 
auf verschiedene Weise hergestellt, verwendet. Minami (2) fand einen 
ganz verschiedenen Einfluß, je nachdem ob die Lipoide mit Benzol 
oder Petroläther, oder mit Äther oder mit Aceton extrahiert worden 


waren: im ersten Falle kein Einfluß, im zweiten eine Förderung, die - 


z. B. auch von Centanni (3) gefunden wurde, im dritten Falle eine 
Hemmung. sStarkenstein fand im wesentlichen eine Einflußlosigkeit (4), 
Lapidus eine Hemmung: die von Minami gefundene Förderung methyl- 
alkoholischer Lösung führt er auf den Methylalkohol zurück, wogegen 
wieder ein Befund jenes Autors steht. Die Angaben sind also durchaus 
nicht einheitlich: das dürfte im wesentlichen daran liegen, daß die 


1) Die grundlegenden Versuche W'illstätters mit Lipase sind in anderem 
Sinne angestellt. 
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Versuchsbedingungen der verschiedenen Autoren verschieden waren. 
Eine Rücksichtnahme auf die Reaktion findet sich in keinem der Ver- 
suche, und doch ist sie sicherlich von erheblicher Wichtigkeit. 

Was nun die Natur der angewandten Suspensionen bzw. Kolloid- 
lösung betrifft, so ist nach älteren Angaben Cholesterin als positiv 
schwach geladenes Kolloid aufzufassen. Dies dürfte nicht ganz den 
Verhältnissen entsprechen, da es sowohl bei saurer Reaktion wie bei 
alkalischer kaum eine Wanderung zeigt. Vielleicht findet bei saurer 
Reaktion eine geringe Überführung zur Anode hin statt. Wir werden 
es daher praktisch als indifferent bezeichnen müssen. Anders ist es 
mit dem Lecithinhydrosol. Das Sol ist negativ geladen, und zwar 
zeigt sich diese Ladung unverändert, ob man es in ziemlich stark 
alkalischer Lösung (pa 7,8) oder bei verhältnismäßig saurer Reaktion 
(pu 4,65) wandern läßt, bei Anwendung von Phosphatgemischen. Hier- 
aus ergeben sich natürlich gewisse Adsorptionserscheinungen, die sich 
wahrscheinlich gegen das Ferment richten können; Stärkelösung wird 
vom Lecithin nicht ausgeflockt. 

Die Methodik des Stärkeabbaues durch Diastase wurde nach 
der Wohlgemuthschen Methode festgestellt. Über die Technik der 
Methode, ihre Fehlerquellen und die Bedenken, welche man gegen sie 
haben kann, wurde in der vorigen Abhandlung (Pincussen) schon das 
Nötige gesagt. Die Herstellung der Suspension bzw. kolloidalen Lösung 
folgte prinzipiell dem Vorschlage von Porges und Neubauer (5). Chol- 
esterin wurde in Aceton gelöst und die Lösung in destilliertes Wasser 
eingetropft. Man erhält auf diese Weise eine äußerst feine Suspension 
mit einem Gehalt bis zu 0,1 Proz. Cholesterin. Es sei bemerkt, daß 
die verschiedenen Cholesterinpräparate sich nicht ganz einheitlich 
verhalten: so gelang die Darstellung aus einem reinen Merckschen 
Präparat sehr leicht, während ein ebenfalls reines Präparat von Kahl- 
baum zunächst Schwierigkeiten ergab. Die Lecithinlösungen wurden 
so hergestellt, daß reinstes Lecithin Merck in Äther gelöst und 
die ätherische Lösung in Wasser eingegossen wurde. Hier gelang die 
Darstellung ohne jede Schwierigkeit. Die Lösungen wurden dann 
auf ein Wasserbad gebracht, um das Aceton bzw. den Äther vollständig 
zu entfernen, was stets einige Stunden in Anspruch nimmt. Nur unter 
diesen Bedingungen kann man Lösungen bzw. Suspensionen bekommen, 
in denen der zweifellos durch die Zugabe des Lösungsmittels bedingte 
Fehler ausgeschaltet ist. Die so erzielten Lösungen halten sich mindestens 
einige Tage ganz unverändert. Angewandt wurde ferner ein „kolloi- 
dales Cholesterin‘‘, das von der Firma Heyden hergestellt wird und 
nicht unerhebliche Mengen eines eiweißährlichen Schutzkolloids enthält. 
Dieses verhält sich ganz abweichend von dem aus reinem Cholesterin 
ohne Zusatz hergestellten Präparat: es zeigt vielmehr die Eigen- 
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schaften des Schutzkolloids. Als Pufferlösungen dienten n/10 Lösungen 
von Citrat und Borat mit Salzsäure bzw. Natronlauge. 

Als Diastasepräparate wurden angewandt eine Amylase aus Malz 
von Grübler, Pankreatin-Rhenania, Takadiastase und endlich Speichel- 
diastase vom Menschen. Im allgemeinen wurde l ccm der verdünnten 
Diastaselösung in zunehmender Verdünnung mit 1 ccm n/10 Pufferlösung 
versetzt: hierzu kam 1l ccm Cholesterin bzw. Lecithinlösung (in den 
Kontrollen Wasser) und endlich 2ccm 0,lproz. Stärke. Verdauung 
im Wasserbade 30 Minuten bei 37°. 

Im einzelnen ergaben die Versuche folgendes: 


Tabelle I ergibt den Einfluß von Cholesterinsuspensionen auf die 
verschiedenen Diastaselösungen, bei Anwendung von aus Aceton bereiteter 
Cholesterinsuspension. 





Tabelle I. 
: l | 
k ne dñ , Zusatz Fördernd Unwirksam ee 
Cholesterin- 
suspension 
Konzentration 
0,25proz. Malz . | 1:4000 — 40; 4,65; | 6,8; 7,6; 8,4 
53: 6,0 
0,25 p o no. 1:2000 pe | 40: 465; | 68; 7,6; 84 
` | 5,3; 6,0 
0,05 „ Taka . | 1 : 4000 | — ' 4,0; 4,65; | 6,8; 7,6; 8,4 
| ‚3; ’ 
0,05 IT „ . | 1: 2000 | = | 4,0; 4,65; 6,8; 7,6; 8,4 
| | 53: 60 
Speichel `... 1:4000 | = 40: 4,65: | 7,6; 84; 9: 
| | 53; 60; 6,8| 98 
SR Sr See © 1:2000 — 4,0; 4,65; 6,8; 7,6; 8,4; 
i 5,3; 6,0 9.1: 9. 
PEN 1: 1000 — | £0: 465; |68: 76; 84; 
5,3; 6, 9,1; 9, 
0,4proz.Pankreatin 1: 2000 — 4,0; 4,65; 6,8; 7,6; 8,4: 
5,3; 6, ' 9,1; 9,8; 
| | 10,4 
04 „ is i 1: 1000 — 4,0; 4,65; | 6,8; 7,6; 8,4; 
| 5,3; 6,0 ı 91; vi: 
hi | 1 


| | 


Sie ergibt für alle angewandten Diastasen dasselbe Bild: bei saurer 

Reaktion bis zu po = 6,0 findet keinerlei Beeinflussung der diastatischen 
Wirkung statt, während bei alkalischerer Reaktion die diastatische Wirkung 
gehemmt wird. Die Hemmung ist nicht sehr stark, jedoch deutlich aus- 
gesprochen. 

Das Bild ist nicht ganz dasselbe, wenn man das Cholesterin auf andere 
Weise zubereitet, nämlich es in Äther-Alkohol löst und dann in Wasser 
einträgt. Hierfand sich bei einer Konzentration der Suspension von 1: 10000 
dasselbe Bild wie oben beschrieben nur bei Malzdiastase, während bei den 
anderen Fermentpräparaten eine Wirkung in keinem Falle zu erkennen war. 
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Tabelle II. 


Diastase | Zusatz Fördernd | Fördema | Unwirksem. Sehit |  Schädigend 


‘ Cholesterinsuspension | zu Fu 2 
, (aus Ather-Alkohol), 
































Konzentration 
0,5proz. Malz. . 1: 10000 — 4,0; Ge 7,6; 8,4; 9,1 
5,3; 6,0; 6,8 
0,05 „ Taka. . | 1 : 10000 Si 4,0; 4,65; S= 
i | 5,3; 6,0; 6,8; 
| 7,6; 8,4; 9,1 
0,2 ,, Pankreatin 1: 10000 — ' 4,0; 4,65; — 
5,3; 6,0; 6,8; 
7,6; 8,4; 9,1 
Speichel (unverdünnt) ` 1: 10000 — 4,0: 4,65: — 
| ı 5,3; 6,0; 6,8; 
| | 7 6: 8,4: 91 | 


Wurde die mit Aceton bereitete Cholesterinlösung zunächst mit Speichel- 
diastase zusammengebracht, unter gleichzeitiger Beifügung des Puffers, 
und 1, Stunde im Wasserbad belassen, und dann erst Stärke zugefügt, 
so ergab sich das gleiche Resultat wie oben beschrieben. Unwirksamkeit 
bei Py 4,0 bis 6,0, Verschlechterung bei alkalischer Reaktion. Man dürfte 
aus diesen Ergebnissen wohl annehmen, daß ein Zusammentritt der Diastase 
mit dem Cholesterin eingetreten und für die Hemmung verantwortlich 
zu machen ist. 

Tabelle III. 


Diastase Zusatz | Fördernd | Unwirksam | Schädigend 

















Cholesterinsuspension 
Speichel | GR — An: 4,65; | 68; 7,6; 
| ‚3; 6, 8,4; 9,1 
X) e e è ew 1 h 2000 ; SES 4,0; 4,65 H 6,8; 7,6 a 
(vorher im Wasserbad) | ‚3; 6, 84; 9,1 





Ganz anders stellt sich das Bild dar, wenn man das schon vorher 
genannte Heydensche Präparat verwendet. Wie Tabelle IV ergibt, ist 
auch hier bei stark saurer Reaktion eine Hemmung, bei wenig saurer, 


Tabelle IV. 











Diastase | n Fördernd Unwirksam ; Hemmend 



































0,5proz. Malz. . | 0,05 Proz | 76; 8,4 | 5,3;6,0;68| 4,0; 4,65 
0,25 „ "PEE 0,05 ,, ' 7,6; 8,4 | 5,3: 6,0; 68i 4,0; 4,65 
0,025proz. Taka. ` 0,05 „ — | £0; 4,65; = 
| ‚6; 8, | 
Speichel (unverdünnt) | 0,05 „ | 8,4 53: 6.0: 6,8;' 40; 4,85 
76 
S R 0,05 „ 8,4; 9,1; | 5.3; 6,0; 6,8;| 4,0; 4,65 
8 7,6 
O,lproz.Pankrestin| 0,05 „, "— ,53;60;68; 4,0; 4,65 
(filtriert) | 7,6; 8,4; 9,1 
O,lproz.Pankreatin| 0,05 ,, 9,8; 10,65 ı 5,3; 6,0; 6,8;) 4,0; 4,65 





(filtriert) | | 7,6; 8,4; 9,1 
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zum Teil sogar bei alkalischer Reaktion — das ist für die verschiedenen 
Diastasen verschieden — Indifferenz, während bei noch alkalischerer 
Reaktion, mindestens bei De 7,6, eine Förderung zu bemerken ist. Die 
Firma Heyden hatte die Liebenswürdigkeit, uns auch den Eiweißstoff, 
der als Schutzkolloid verwandt wird, zur Verfügung zu stellen: Versuche 
mit diesem allein ergaben ein ganz identisches Verhalten: es handelt sich 
also nur um eine Beeinflussung durch diesen Eiweißkörper, während das 
Cholesterin gar keinen Einfluß hat. 

Die Versuche mit Lecithin ergeben ebenfalls ein einheitliches Resultat. 
Mit Ausnahme des Versuches mit Speicheldiastase, wo eine außerordentlich 
geringe Lecithinkonzentration angewandt wurde, war bei allen angewandten 
Reaktionen von 4,0 bis 9,8 regelmäßig eine zum Teil recht ausgesprochene 
Hemmung zu konstatieren; nur in dem letzten Versuch mit Speicheldiastase 
der Tabelle V sehen wir Unwirksamkeit bei saurer Reaktion. Daß diese 


Tabelle V. 








en une | Zusatz Fördernd _ Unwirksam | Schädigend 





Kolloidale 
Lecithinlösung | 

1: 2000 A0: 4,65: 
6,3; 6,0; 6,8; 
7,6; 8,4 
0,05 „ Taka . 1:2000 ge = 4.0; 4,65; 
| . 6,0; 6,8; 7,6; 
| 84 
Speichel (unverdünnt) 1: 2000 == — H 4,0; 4,65; 


0,25proz. Malz 


0,05proz. Taka . ` 1:10000 sg = 4.0; 4,65; 


Speichel (unverdünnt) 1: 10000 — — 4,0; 4,65; 


7,6; 8,4; 9,1: 
9,8 

4,0; 4,65; 
5,3: 6,0; 6,8; 
7,6; 84; 9,1; 


1:40000 — — 


3 
1:10000 — 4,0; 4,65; 5,3 6,0; 6,8; 7,6; 
8,4; 9,1; 9,8 
0,4proz.Pankreatin 1:5000 — — 4,0; 4,65; 

| 5,3; 6,0; 6,8; 
7,6; 8,4; 9,1; 
9,8 


29 29 





0.4. e 1:1000 — — 4,0; 4,65; 

5,3; 6,0; 6,8: 

7,6; 8,4; 9,6; 
von Wichtigkeit ist, zeigt auch vorstehender Versuch der Tabelle VI an 
Takadiastase, die hier in höherer Konzentration angewandt wurde; es 
zeigt sich hier bei schwächeren Konzentrationen ebenfalls eine gewisse 
Zone, in der der Zusatz unwirksam ist, während im übrigen stets eine 
Beeinflussung der Fermentwirkung beobachtet wird. 
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Tabelle VI. ` 
EE 
! Lecithinlösung 
0,1proz. Taka. .. 1 :50000 |o — 4,0; 4,65; — 
| | 5,3: 6.0; 6,8; 
1 , 7,6 
tae aous 1:25000 ` — | £0; 4,65; = 
| 5,3; 6,0; 6,8; 
76 
0,1 „ e ae 1: 10000 — 4,0; 4,65; 6,8; 7,6 
Ol. ci 1:5000 —  |40:465, | 6,0; 6,8; 7,6 
53 
0,1 „ ee 1 : 2500 — — 4,0; 4,65; 


? 


5,3; 6,0; 6,8 
6 


H 


| 


Endlich habe ich noch einen Versuch zur Orientierung ausgeführt, 
ob Zusatz von Kochsalzlösung einen Einfluß auf die Lecithinwirkung 
ausübt. Die Hemmung war sehr ausgesprochen bei Pg = 4,65, während 
bei 6,0 bis 8,4 die Fermentwirkung unter Kochsalzzusatz erheblich gebessert 
war. Das weitere Studium dieses Einflusses des Salzzusatzes muß späterer , 
Untersuchung vorbehalten bleiben. 

Als Resultat meiner Untersuchung möchte ich also nochmals 
wiederholen, daß die Wirkung des in feinster Suspension verteilten 
Cholesterins auf die verschiedenen angewandten Diastaselösungen in 
keinem Falle eine Besserung ergab, sondern je nach der Reaktion eine 
Verschlechterung oder auch Unwirksamkeit. Ein Ergebnis, das etwas 
anderes zu zeigen schien, ist auf eine Beimengung zurückzuführen. 
Lecithin in feinster Verteilung wirkt fast ausschließlich hemmend auf 
die Diastasewirkung mit Ausnahme sehr schwacher Konzentrationen, 
bei denen, ähnlich wie beim Cholesterin, bei saurer Reaktion Unwirk- 
samkeit statthat. Eine Besserung der Diastasewirkung durch die 
genannten ‚„Lipoidsubstanzen‘ wurde in keinem Falle festgestellt. 

Worauf diese Erscheinungen zurückzuführen sind, läßt sich mit 
absoluter Sicherheit vorläufig nicht sagen: es dürfte am wahrschein- 
lichsten sein, daß es sich um Adsorptionsbindungen handelt, durch 
welche der Abbau gehindert wird. 


Literatur. 


1) H. Lapidus, diese Zeitschr. 80, 39, 1910. — 2) D. Minami, eben- 
daselbst 89, 355, 1912. — 3) Centanni, ebendaselbst 29, 389, 1910. — 4) E. 
Starkenstein, ebendaselbst 88, 423, 1911. — 5) Porges und Neubauer, eben- 
daselbst 7, 152, 1908. 
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Fermente und Licht Ill. 


Von 
L. Pineussen und N. Kato. 


Urease II. 


Von 
Naosaburo Katöo (Kanazawa, Japan). 


(Aus der biochemischen Abteilung des Städtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 16. August 1923.) 


In der vorigen Mitteilung!) sind wir zu dem Schluß gekommen, daß 
die Soja-Urease beim Belichten durch die Sonne sowie das Quarz- 
lampenlicht schwächere Fermentwirkung zeigt und diese Abschwächung 
bei saurer Reaktion undeutlicher ist als bei neutraler, besonders dem 
optimalen Punkte. Aus dem Ergebnis meiner Experimente?) ergibt 
sich die Notwendigkeit, festzustellen, auf welchen Bestandteil — die 
Urease oder den Bestandteil X — das Licht hauptsächlich einwirkt. 

Die Feststellung ist schwierig, weil man noch keine Methode 
kennt, wodurch die Menge der Urease und des X sicher festgestellt 
werden kann. Die besten Ergebnisse liefert die von mir auch schon 
früher angewandte Methode. 

Unser erster Versuch wird deshalb mit dieser Methode ausgeführt. 


Versuch 1. 


Eine fristh aufgelöste 0,5 Proz. Ureaselösung wird in Glasröhrchen durch 
die Sonne (Juli) belichtet. Zur Kontrolle wird dieselbe Lösung in mit 
Aluminiumblech bedecktem Glas gleichzeitig behandelt. Beim Belichten 
werden alle Proben in ein Wasserbad gestellt, so daß die Proben bei 
gleicher Temperatur bleiben. Die Belichtung (ohne Zusatz einer Pufferlösung) 
dauert 4 Stunden (10 bis 2 Uhr), und die Temperatur des Weasserbades 
zeigt am Anfang 18°, am Schluß 30°. 


1) L. Pincussen und N. Katö, diese Zeitschr. 184, 470. 
2) N. Katö, ebendaselbst 136, 499; 189, 352. 
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Nach dem Belichten wird die Probe mit Zusatz von 2 cem Phosphat- 
gemisch (m/15, Du = 7,2) bei verschiedener Harnstoffkonzentration auf 
ihre Fermentwirkung geprüft. Die Resultate sind wie folgt: 


Tabelle I. 






















M d M d 
Probe Menge des Bierg kuer? Probe entstendenen 
Harmstoffs Ammoniaks Ammoniaks 
cem mg 
a Belichtet: i u 
0,6 12 0,70 1,88 
0,6 24 0,75 1,70 
0,6 48 0,75 1,26 
0,6 96 0,48 0,95 
0,6 192 0,47 0,90 
0,6 384 0,42 0,42 


Gesamtvolumen: 4,2 cem, Temperatur: 40°. 
Reaktionszeit: 1 Stunde. 
Du am Anfang der Reaktion: 7,2. 


Versuch 2. 
Der Versuch wird genau gleich wie Versuch 1 ausgeführt, Belichtungs 
zeit 3 Stunden, Temperatur des Wasserbades 21 und 34°. 
Bei der Prüfung der Fermentwirkung wird je 1 ccm gekochter 0,5 proz. 
Ureaselösung zugefügt. 




















Tabelle II. 
Menge des | Menge des entstandenen Ammoniaks 
kaina tons || durch belichtete Probe durch unbelichtete Probe 
mg mg = ng 
u | 1,79 2,20 
24 1,92 2,30 
48 1,96 | 2,33 
96 1,84 1,98 
192 1,16 1.50 
384 0,66 0,95 


Gesamtvolumen: 5,2 cem, Temperatur: 40. 
Reaktionszeit: 50 Minuten. 


Versuch 3. 

Um die Ergebnisse der vorigen zwei Versuche miteinander genauer 
zu vergleichen, wird gleichzeitig mit und ohne Zusatz gekochter Urease 
verdaut. 

Belichtung: durch die Sonne 4%, Stunden. 

Temperatur des Wasserbades: am Anfang 24°, am Schluß 36°. 


16 * 
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Tabelle III. 














durch belichtete Probe 






Menge des 
Harnstoffs 













ohne Zusatz mit Zusatz von 
der gekochten | Leem der ge: 
Urease kochten Urease 


ohne Zusatz | mit Zusatz von 
der gekochten ` Leem der ges 
rease kochten Urease 











mg h u i mg mg 
12 2,77 2,97 3,82 4,20 
48 2,41 3,26 3,87 4,31 

192 1,22 3,50 2,05 5,00 

384 || oe | T84 LU 3.80 


Menge der Probe: l ccm, Gesamtvolumen: 6,1 cem. 
Temperatur: 40°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 


Aus den Ergebnissen der obigen drei Versuche geht sehr deutlich 
hervor, daß 

l. Wirkungen mit und ohne Zusatz von gekochter Ureaselösung 
verschieden sind und abhängig von der Probemenge und Harn- 
stoffkonzentration ; 

2. die Belichtung auf die Urease in zwei Arten wirkt, erstens 
Schädigung der Fermentwirkung, die durch Zusatz von ge- 
kochter Lösung reaktiviert wird und eine zweite, die dadurch 
nicht wieder hergestellt werden kann. 

Die Ursache obiger Erscheinungen müssen wir also folgendermaßen 
annehmen: Die Schädigung der Fermentwirkung, die durch gekochte 
Ureaselösung reaktiviert wird, beruht auf der direkten Beeinflussung der 
Urease, und die durch dieselbe reaktivierbare Schädigung hat eigentlich 
keine Verbindung mit der Urease selbst, sondern mit dem Bestandteil X. 

Die sicherste Methode, um die letzte Frage unmittelbar zu lösen, 
wäre die quantitative Bestimmung von X, die noch unbekannt ist. 

Um die Menge des X mittelbar abzumessen, kann man sich der 
folgenden Tatsache bedienen, daß die Ureasewirkung bei größerer 
Harnstoffkonzentration durch Zusatz von gekochter Urease verstärkt 
wird, und diese Verstärkung eine bestimmte Grenze hat, die durch 
die Harnstoffkonzentration und die Menge der gekochten Urease be- 
stimmt wird. 

Wenn man bei einer Ureaseprüfung, die durch eine bestimmte 
Menge, bei einer bestimmten Harnstoffkonzentration (größer als A H. K., 
vgl. hierzu Katö, l.c., 2) ausgeführt ist, verschiedene Mengen des 
Untersuchungsmaterials, das unbekannte Mengen X enthält, zu den 
Reaktionsflüssigkeiten zufügt und abmißt, mit welcher Menge des 
Zusatzes die Fermentwirkung die optimale Wirkung zeigt, so kann man 
die Mengen des sich im Untersuchungsmaterial befindenden X mit- 
einander vergleichen. 
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Andererseits, wenn man zu einer bestimmten Menge der Urease- 
proben, die verschiedene Mengen X enthalten und deren Mengen man 
miteinander vergleichen will, verschiedene Mengen der gleichen ge- 
kochten Ureaselösung zufügt und die Maximummenge der zugesetzten 
gekochten Urease, bei der die Fermentwirkung optimal ist, bestimmt, 
so kann man, durch Vergleichung der beobachteten Zusatzmengen, 
eine relative Zahl der in Ureaseproben vorhandenen X-Mengen er- 
mitteln. 

In diesem Sinne habe ich die folgenden Versuche angesetzt. 


Versuch 4. 
0,5proz. Ureaselösung wird durch die Sonne 4 Stunden lang belichtet. 
Temperatur des Wasserbades beim Belichten zeigt 27 bzw. 37°. 
Nach dem Belichten wird die Probe, mit Zusatz von verschiedener 
Menge der 0,5proz. gekochten Ureaselösung, auf die Fermentwirkung 
geprüft. 








„Tabelle IV. 
Menge Menge des | Menge der ge- ` Lies des EE Gr Armonika 
der Probe | Harnstoffs | kochten Uresse || „ch belichtete Probe | durch unbelichtete Probe 
_ x il ER E SER 
0 | 0,18 | 0,41 
ER 0,49 071 
1,0 | 0,88 1,74 
1,5 1,04 1,72 
2,0 | 1,04 172 
20 0 m 





Gesamtvolumen: 5,5 ccm, Temperatur: 40°. 
Reaktionszeit: 50 Minuten. 
De am Anfang der Reaktion: 7,2. 


Unter den obigen Bedingungen ist, um die Maximalfermentwirkung 
zu haben, Zusatz von l ccm gekochter Ureaselösung für die unbelichtete 
Probe genügend, während für die belichtete Probe 1,5 ccm gebraucht wird. 


Versuch 5. 
0,5proz. Ureaselösung wird mit Sonne 3 Stunden lang belichtet. 
Temperatur des Wasserbades 24 bzw. 36°. Nach dem Belichten werden 
beide Proben (im Licht und im Dunkel) in kochendes Wasserbad 15 Mi- 
nuten lang eingestellt. Verschiedene Mengen dieser Probe werden zu l ccm 
0,25proz. frisch hergestellter Ureaselösung zugefügt, und die letzte wird 
auf ihre Fermentwirkung geprüft. 


Man erkennt aus Tabelle V, daß 2,5 ccm der belichteten, gekochten 
Ureaselösung und 2,0ccm der unbelichteten gekochten Ureaselösung 
auf die Ureasewirkung genau gleich einwirken. 

In den Versuchen 1 bis 5 wurden alle sonstigen Bedingungen 
genau gleich gehalten, und infolgedessen ist kein Zweifel, ob die 
beobachteten Erscheinungen außer dem Belichten noch von anderen 
Umständen verursacht sind. 
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Tabelle V. 











Menge der Probe a ME Menge der | Menge des | Menge des 
( 


belichtet 
cem 





Ureaselösung entstandenen 
im Dunkeln |((frisch, 0,25 N Harnstoffs Ammoniaks 
ccm 














bäi 
én 
8 
| = 
Mi 
SÉ 
O CH 
Wë 
nt 


0,5 = Ä 1 240 0,98 
1,0 Sc | 1 240 1,60 
1,5 SE Ä 1 240 2,28 
2,0 ger 3 1 240 2,50 
2,5 — | l 240 | 2,0 
en 0,5 1 240 | 0,98 
= 1,0 1 240 1,66 
dë 1,5 l 240 | 2,40 
ES 2'0 1 240 | 2.70 
= 2,5 ] 240 2,65 





Gesamtvolumen: 6,5 ccm, Temperatur: 40°. 

Reaktionszeit: 50 Minuten, Puffer: 2 ccm. 

m/15 Phosphat (...) Pyg = 7,2. 

Aus obigem Grunde schließen wir hieraus, daß beim Belichten 
durch die Sonne die Ureaselösung nicht nur die Funktion ihrer Urease, 
sondern auch dieselbe ihres Bestandteils X zum Teil verliert, und die 
Abschwächung der Fermentwirkung, die durch Zusatz von gekochter 
Ureaselösung reaktiviert werden kann, von irgendwelcher Veränderung 
des Bestandteils X verursacht ist. 

Die Größe der Schädigung der Urease beim Belichten kann 
man gut abschätzen durch die optimale Fermentwirkung, die durch 
Zusatz von genügender Menge der gekochten Ureaselösung erzielt 
wird; die quantitative Bestimmung des Bestandteils X ist zurzeit 
jedoch noch nicht möglich, und es ist dringend erwünscht, unsere 
Kenntnisse über diesen Bestandteil bald zu erweitern. 


Bei den vorigen Versuchen haben wir beim Belichten zu den 
Ureaselösungen nichts zugefügt, und die Ureaselösung zeigt ohne 
Pufferzusatz ihre originale H-Ionenkonzentration, nämlich pe = 6,4 
(kolorimetrisch). 

Um den Lichteffekt bei höherer H-Ionenkonzentration zu beob- 
achten, haben wir einige Versuche ausgeführt. 


Versuch 6. 


l proz. Ureaselösung wird mit gleicher Menge von m/l5 primärem Kalium- 
phosphat (KH,PO,) zusammengemischt. Das Gemisch zeigt pyu = 5,6 
(kolorimetrisch) und trübt sich stark. Das getrübte Gemisch wird mit 
Sonne 4 Stunden belichtet (Temperatur des Wasserbades: 24 bis 36°). 
Nach dem Belichten wird dazu so viel m/15 sekundäres Natriumphosphst 
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(Na,HPO,) zugefügt, so daß die Flüssigkeit dadurch py = 7,2 erhält. 
Durch Zusatz dieser Menge Natriumphosphat wird die Flüssigkeit wieder 
fast klar. 

Die Flüssigkeit wird dann auf ihre Fermentwirkung geprüft. 














Tabelle VI. 
Menge der Probe ! Menge des Menge des 
entstandenen 
belichtet unbelichtet |) Hamstoffs Ammoniaks 
eege ee |! 
1 Gen 
l ES 
1 — 192 
] — 384 
— 1 
— l 
— 1 192 
== l 384 
2 = 
2 Sé 
2 i — 192 
2 — 384 
— 2 
— 2 
— 2 192 
— 2 | 384 1,08 


Gesamtvolumen: 4,6 bzw. 5,6 ccm. 
Temperatur: 40°, Reaktionszeit: 1 Stunde. 
Puffer: 2 cem. m/l5 Phosphat (pe = 7,2). 


Versuch 7. 


Der Versuch wird unter den genau gleichen Bedingungen wie Versuch 6 
ausgeführt. Bei der Prüfung von Fermentwirkung wird l cem 0,5proz. 
gekochter Ureaselösung zugefügt. 


Tabelle VII. 
Menge der Probe | Menge des 
nl WEN | entstandenen 
belichtet unbelichtet Ammoniaks 
ccm ccm mg mg 
pe = © 52 2 52 ne A Ser use BE EN er EEE REN 





192 1,51 
384 0,85 
Gesamtvolumen: 5,6, Temperatur: 40°. 
Reaktionszeit: 1 Stunde, Puffer: 2 cem. 

m/15 Phosphat (py = 7,2). 


put bel kel keet 
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Das Ergebnis der Versuche 6 und 7 scheint regelmäßiger zu sein, als 
dasselbe der Versuche 1 bis 3. Mindestens bemerkt man daraus keine 
Unregelmäßigkeit, die von Schwankungen der X-Menge hervorgebracht 
ist. Es fragt sich nun, ob auch hierbei die Substanz einen Einfluß hat. 

Um die Frage zu lösen, werden die folgenden Versuche angesetzt. 


Versuch 8. 
l proz. Ureaselösung wird in gleicher Weise wie im Versuche 6 belichtet 
und behandelt. Beim Verdauen wird verschiedene Menge gekochter 
0,5proz. Ureaselösung zugefügt. 


Tabelle VIII. 





Menge der Probe 








Menge der Menge des | Menge des 

















ee en Poe | zu efügten ger entstandenen 
belichtet unbelichtet |kochten Urease | Harnstoffs  Ammonisks 
ccm ç ccm | eem omg mg 
1 | — l o 120 | 034 
l | — | 05 120 | 08l 
l | — | 1,0 10 ` 1,28 
l | — | Lë 120 1,58 
l — 2,0 120 1,53 
— 1 0 120 0,34 
— 1 0,5 120 0,83 
_ 1 1,0 120 1,46 
u 1 1,5 120 1,64 
— | 1 2.0 120 1,64 


ki 


Gesamtvolumen: 6ccm, Temperatur: 40°, 
Reaktionszeit: 50 Minuten. 
Puffer: 2 eem m/15 Phosphat (py = 7,2). 


Vergleicht man die obigen Resultate mit denselben des Versuchs 4, 
der unter gleichen Bedingungen ausgeführt ist, so ergibt sich im Gegensatz 
zu diesem, daß zur belichteten und unbelichteten Fermentlösung durch 
Zusatz gleicher Mengen gekochter Substanz X optimale Wirkung erzielt 
wird. 





























Tabelle IX. 
EI Menge des entstandenen Arımönlaks nn 
Menue des Menge der ||___—— — ES 
H = ge zugefügten ges belichtet im Dunkeln 
mn. kochten Urease || ——-— — — —~——————— 
ohne Phosphat | mit Phosphat | ohne Phospbat | mit Phosphat 
mg eem č më f mg 1 më ç më 
—- a ne eg - e Zoo 
120 0,5 0,49 0,81 0,71 0,83 
120 10 || 0,88 128 | 1,74 1,46 
120 1,5 1,04 1,58 1,72 1,64 
120 20 | 10 1,53 | 1,72 1,64 
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Aus der obigen Tabelle geht sehr deutlich hervor, daß 

l. die Urease durch Sonnenlicht bei Zusatz von KH,PO, (also 
bei pa = 5,6) geschädigt wird, aber die Schädigung ist viel 
kleiner als dieselbe ohne Phosphatzusatz ; 

2. im Dunkeln die Urease durch Zusatz von Phosphat nicht ge- 
schädigt wird; 

3. der Bestandteil X durch Zusatz von Phosphat im Dunkeln 
ebenso stark geschädigt wird wie im Hellen. 

Um letzteres noch etwas klarer zu beweisen, haben wir einige 

weitere Versuche angestellt. 


Versuch 9. 


Drei Proben werden wie folgt behandelt: 

Probe I. Zu lproz. Ureaselösung wird die gleiche Menge m/1l5 primäres 
Kaliumphosphat zugefügt und 4 Stunden lang ins Wasserbad von 45° ein- 
gestellt. Dann wird die Flüssigkeit 20 Minuten zentrifugiert. Die dabei 
entstandene fast klare Flüssigkeit wird mit gleicher Menge m/15 sekundärem 
Natriumphosphat zusammengemischt. Die Flüssigkeit zeigt pg = 7,2. 

Probe II. Wie Probe I, aber nach dem Erwärmen ohne zu zentrifugieren 
Natriumphosphat zugefügt. Durch Zusatz von Natriumphosphat wird die 
Flüssigkeit wieder fast klar. ` po ist ebenfalls 7,2. 

Probe III. Dieselbe Ureaselösung wird ohne Zusatz stehengelassen. 

Die drei Proben werden wie folgt angesetzt und ihre Fermentwirkung 
geprüft. 





























Tabelle X. 
l Meeder | Menge ass 
Nr. der Probemenge | Phospbatmenge ` gekochten Harnstofi re 
g Somi cem en f ccm i 
Probe I: 
1 1 | 2 0 1 2,25 
2 | 1 2 0,25 l 2,00 
3 o! l 2 0,50 l | 1,75 
4 1 ' 2 0,75 l 1,50 
5 1 2 1,00 1 1,25 
6 1 2 1,25 1 1,00 
7 1 2 1,50 1 0,75 
8 1 2 1,75 l 0,75 
9 1 2 2,00 l 0,25 
10 1 2 2,25 1 0 
Probe Il: 
11 l 2 0 | l | 2,25 
12— 20 sind ebenso wie Nr. 2 bis 10 angesetzt. 
Probe III: 
21 | 025, 2,75 0 1 2,25 
22 0,25 2,75 0,25 l 2,00 
23—30 sind wie Nr. 3 bis 10, aber mit Phosphatmenge von 2,75 ccm 
angesetzt. 


Die Ammoniakmengen, die bei der Fermentwirkung entstehen, sind 
folgende: 
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Tabelle XI. 
Menge der Menge des entstandenen Ammoniaks (1) 
zugesetzten Fur = RS - 
gekochten Urease|| durch Probe I | durch Probe Il | durch Probe III 
0 | os 0,87 | Lë 
0,25 | 0.88 1.35 Vos 
0,50 1,36 1,96 | 240 
0,75 | 1,86 280, 3,18 
1,00 2,28 3,54 4,22 
1,25 2,91 4,12 3,96 
1,50 8,25 3,96 3,84 
1,76 3,12 3,96 3,50 
2,00 3,12 3,96 3,40 
2,25 3,00 3,90 | 342 


Aus dem Versuch kann man deutlich ersehen, wie stark der Bestandteil X 
durch solche Behandlung geschädigt wird. 


Versuch 10. 


Ureaselösung wird wie die Probe I beim vorigen Versuch behandelt 
und mit Zusatz von gekochter Ureaselösung bei verschiedener Phosphat- 
konzentration auf ihre Fermentwirkung geprüft. 














Tabelle XII. 
| 

T a r e EE EE 

Probe | Phosphats zugesetzten gcs, entstandenen 

 (m/15, Py = 7,2)| kochten Urease | Ammoniaks 

cem | cem | ccm mg 

KZ: 0 0,24 
1 Ä 2 0,25 0,42 
l | 2 0,50 0,58 
1 2 0,75 0,76 
l | 2 1,00 . 1,08 
1 00002 | 1,26 1,38 
l | 2 1,50 1,72 
1 2 | 1,75 1,70 
l = 0 | 04 
1 Se 0,25 0,51 
1 = 0,50 0,75 
1 en 0,75 1,18 
1 ar 1,00 1,35 
1 — 1,25 1,46 
1 l vo 1,50 | 1,71 
1 re 1,75 1,69 


Harnstoffinenge: 120 mg, Gesamtvolumen: 5,75 cem. 
Temperatur: 45%, Reaktionszeit: 11, Stunden. 
Py am Anfang: 7,2. 


Das Ergebnis beweist, daß die Funktion von Bestandteil X vom 
Phosphatgemisch (pyu = 7,2) geschädigt wird, während die Funktion der 
Urease dadurch nicht beeinflußt ist. 
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Versuch 11. 
Die Ureaselösung wird mit KH,PO, gemischt und zentrifugiert wie 
beim vorigen Versuche. Dann wird sie auf die Fermentwirkung geprüft. 


Tabelle XIII. 
Menge der Menge des entstandenen Ammoniaks 
zugesetzten ges E a eaS een 2 z 
kochten Urease || durch 1 ccm der Probe | durch 2ccm der Probe 








ccm mg mg 
| 

0,25 0,37 | 3,00 
0,50 0,59 3,57 
0,75 | 0,95 | 3,99 
1,00 1,22 | 5,00 
1,25 1,65 ! 4,50 
1,50 2,10 | 4,35 
1,75 | 2,50 | 4,30 
am ` | 2.45 | 4.30 


Harnstoffmenge: 120 mg, Gesamtvolumen: 6 bzw. 7 cem. 
Temperatur: 45°, Reaktionszeit: 11%, Stunden. 
Puffer: 2ccm Phosphat (Pyu = 7,2). 


Versuch 12. 


Die 0,5proz. Ureaselösung wird durch Quarzlampe (60 ccm Entfernung) 
11, Stunden belichtet und nach Zusatz von gekochter Ureaselösung auf die 
Fermentwirkung geprüft. 


Tabelle XIV. 


Menge der Menge der Menge des entstandenen Ammoniaks 
zugefügten ge: 








kochten Ürcase Probe du Ger kreien tete durch d ER 
ccm ccm mg mg 
l ! 
0 05 1,29 1,09 
0,3 0,5 1,68 | 1,56 
0,6 0,5 1,92 | 2,00 
0,9 | 05 2.26 | 2,33 
1,2 | 0,5 2,45 2,58 
1,5 | 05 2,45 | 2,60 
1,75 05  ! 2,45 | 2,58 


Harnstoffmenge: 120 mg, Gesamtvolumen: 6 cem. 
Temperatur: 40°, Reaktionszeit: 50 Minuten. 
Puffer: 2 cem m/15 Phosphat (py = 7,2). 


Aus dem Ergebnisse erkennt man eine leichte Schädigung der Urease, 
kaum eine solche des Bestandteils X. Auffallenderweise findet sich unter 
gewissen Bedingungen eine Zunahme der Wirkung nach Belichtung, die 
vorläufig noch nicht näher aufgeklärt ist. 


Versuch 13. 

Die Ureaselösung wird zur möglichsten Entfernung der Substanz X 
zuerst mit Phosphat behandelt und zentrifugiert wie beim Versuch 9. 
Die dabei erhaltene klare Flüssigkeit wird mit Quarzlampe 11, Stunden 
lang belichtet. Die belichtete Probe wird auf Fermentwirkung geprüft. 
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Tabelle XV. 





Menge des entstandenen Ammoniaks 


durch Hellprobe | durch Dunkelprobe 





Menge der ge» 
kochten Urease 








ccm mg mg 
| 

0 0,41 | 0,41 
0,25 0,66 0,66 
0,50 0,93 | 1,07 
0,75 1,32 1,48 
1,00 1,68 1,98 
1,25 | 2,00 2,57 
1,50 | 2,23 2,80 
175 | 2,81 2,95 


Harnstoffmenge: 120 mg, Probemenge: 1 ccm. 
Gesamtvolumen: 6ccm, Temperatur: 45°. 
Reaktionszeit: 1%, Stunden. 

Puffer: 2ccm m/15 Phosphat (py = 7,2). 


Es ergibt sich also deutliche Schädigung des Fermentes. 


Zusammenfassung. 

l. Bei originaler H-Ionenkonzentration (ohne Puffer) wirkt das 
Sonnenlicht (glasdurchlässiges) auf die Ureaselösung in folgender Weise 
ein: die Urease (fermentativ wirkender Teil) wird geschädigt, der 
Bestandteil X wird ebenfalls geschädigt. 

2. Nach Zusatz von KH,PO, wirkt die Sonne auf die Urease 
auch schädigend ein, aber die Einwirkung ist viel schwächer als im 
obigen Falle. Einwirkung auf den Bestandteil X kann man nicht fest- 
stellen, weil der Bestandteil durch Zusatz von Phosphat schon im 
Dunkeln geschädigt wird. 

3. Quarzlampenlicht schädigt die Urease sehr deutlich, und seine 
Einwirkung ist gleich beim Phosphatzusatz wie ohne Phosphat. Ein- 
wirkung auf den Bestandteil X ist dagegen nicht so deutlich wie durch 
die Sonne, auch bei fast neutraler Reaktion der Ureaselösung. 


Kalk- und Kohlengehalt der Lungen bei Tuberkulose. 


x 


Von 
Georg Rosenfeld, Breslau. 


(Nach einem in der medizinischen Sektion der Schlesischen Gesellschaft 
für vaterländische Kultur zu Breslau am 1. Juni 1923 gehaltenen Vortrage.) 


(Eingegangen am 18. August 1923.) 


Die große Erwartung, durch die spezifische Behandlung die Erfolge 
der von Brehmer eingeführten Heilstättenbehandlung in großem Maß- 
stabe zu verbessern, ist leider bisher nicht erfüllt. Das Uhlenhuthsche 
Bovinol läßt wohl noch für den kindlichen Organismus Hoffnungen 
Raum, aber alle die Alt- und Neutuberkuline, die Partigene, die Salben 
und Hautimpfungen haben weitgehend enttäuscht. Kein Wunder, 
daB Umschau gehalten wird nach Beobachtungen, welche als Grund- 
lagen für eine neue Richtung der Therapie verwendbar wären. Da 
lenkt sich die Aufmerksamkeit auf die Angabe, daß gewisse Berufe 
anscheinend die Disposition für Erkrankung an Tuberkulose in augen- 
fälliger Weise verringern. Die Berufe waren die der Kalkarbeiter, 
Bergleute, Gerber und Schwefelarbeiter. Hier soll nur von den beiden 
ersten Kategorien die Rede sein. Betreffs der Kalk- und Gipsarbeiter 
sei die Statistik von Grab angeführt, der in dem böhmischen Kalk- 
brennerort Hlobutschep die Tuberkulosesterblichkeit 7,55 Proz. der 
Gesamtsterblichkeit gegenüber 12,27 Proz. in dem 2 km davon entfernt 
liegenden Buttowitz feststellte. Am berühmtesten ist die Angabe von 
Fisac, daß unter 40824 spanischen Phthisentodesfällen nur 17 
= 0,41 Prom. Kalk- und Gipsarbeiter waren, sowie die Angaben über 
deutsche und amerikanische Gipsarbeiter, daß bei ihnen absolut jede 
Tuberkulose fehle. Bei klinischer Beobachtung fand Senator 1882, 
daß alle Zehrkrankheiten — auch Phthise — eine vermehrte Ca-Aus- 
scheidung im Harn zeigten, daß also kalkhaltige Gewebe zur Ein- 
schmelzung gelangten. 

Ähnliche Ergebnisse brachten französische Arbeiten, in denen 
durch Robin der Termines Co6fficient de demin6ralisation geprägt 
wurde. Der Koeffizient wurde aber von folgenden sorgfältigen Arbeiten 
keineswegs uneingeschränkt bestätigt. So fanden Ott, Morackzewski 
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und Lewin in ihren guten Bilanzuntersuchungen die Kalkausscheidung 
nur mit dem Zerfall von Gewebe parallel gehend, so daß von einer 
Demineralisation keine Rede war: das restierende Gewebe hatte die 
frühere Zusammensetzung betreffs des Kalkes. Croftan fand die Kalk- 
ausscheidung im Harn stets höher als in der Norm, während Vannini 
keine Konstanz darin finden konnte. Bei Untersuchungen an Tier- 
körpern zeigt Sarvonat auch in Gemeinschaft mit Rebattu eine Ver- 
minderung des Kalkes in den Weichteilen und Knochen, ebenso wie 
lange vorher Steinitz und Weigert bei einem tuberkulösen Kinde eine 
gewisse Kalkverminderung gefunden haben. An tuberkulösen Lungen 
haben die Untersuchungen von Kussmaul und Schmidt Vermehrung 
des Kalkgehaltes, die von Kobert das Gegenteil ergeben. 

Um diesen ewigen Widerstreit schlichten zu können, glaubte ich 
durch die Kriegsverhältnisse das geeignete Material gewonnen zu haben. 
Unsere ausgehungerte Bevölkerung zeigte im Jahre 1919 so zahlreiche 
Erkrankungen, welche auf Kalkmangel hinwiesen — Spätrhachitis, 
Östeomalacie —, daß in den noch recht zahlreichen Lungentuberkulosen 
der Kalkmangel besonders ausgesprochen vermutet werden durfte. 

Durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn Prof. Henke 
war es mir möglich, aus jener Zeit eine größere Zahl gesunder und 
tuberkulöser Lungen zu sammeln. Von ihnen wurden Stücke von 
400 bis 500 g mittelfein zerschnitten, getrocknet und dann durch Mahlen 
auf einer Pfeffermühle gepulvert. Die Kalkbestimmung wurde nach 
Veraschung mit dem Neumannschen Säuregemisch mit Kalium- 
permanganat ausgeführt. 

Die gesunden Lungen ergaben in 12 rechten Lungen 0,55 Prom. 
Ca-Gehalt, in 13 linken Lungen 0,554 Prom. Ca; die tuberkulösen hatten 
dagegen in 8 rechten Lungen 0,494 Prom. und in 7 linken Lungen 
0,33 Prom. Ca, im Mittel also 0,412 Prom. Ca. 

Der Kalkgehalt der tuberkulösen Lungen ist also um 25,7 Proz. 
niedriger als der der normalen Lungen. Es ist aber sehr schwierig, 
aus dem Material, das erhebliche Schwankungen nicht nur von Fall 
zu Fall, sondern von rechts nach links aufweist, die Mittelzahl als ganz 
bewiesen anzusehen. Es ist nicht gewöhnlich, daß sich beide Lungen 
desselben Falles in der gleichen Größenordnung kalkhaltig zeigen. 
Mitunter entspricht bei den Phthisen der größere Ca-Gehalt einer 
Seite der geringeren Ergriffenheit dieser Lunge; aber z. B. im Falle 
Köhler hat die gesunde linke Lunge nur 0,197 Prom. Ca, die tuber- 
kulöse rechte Lunge 0,425 Prom., also mehr als das Doppelte der ge- 
sunden Seite! So kann nur der Durchschnittswert als übereinstimmend 
mit dem Coefficient de demineralisation bezeichnet werden. 

Meine zweite Untersuchungsreihe knüpft an alte Studien zu der 
Frage, ob der Kohlengehalt der Lunge die günstigen Tuberkulose- 
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verhältnisse der Bergleute bedinge, an. Schon in dem Jahresbericht 
unserer Gesellschaft vom Jahre 1896 (Sitzung vom 27. November) 
und in dem Aufsatz Der initiale Lungenabszeß!) habe ich auf ver- 
schiedene Beobachtungen in dieser Richtung hingewiesen. Es drängt 
sich bei der Vergleichung der Sputa ulceröser Lungenleiden der ganz 
außerordentliche Unterschied zwischen den im Sputum enthaltenen 
Lungenfetzen bei Gangrän und bei Phthise auf. Während die ersteren 
neben ganz spärlichen Resten von elastischen Fasern das ganze Kohlen- 
pigment der Lunge, oft in alveolärer Anordnung, zeigen, findet man 
in den phthisischen Lungenfetzen die elastischen Fasern in Alveolen- 
anordnung erhalten, aber nicht ein einziges Kohlenstäubchen, und 
wenn 20 oder 30 Alveolen in einem Fetzen ausgehustet worden sind. 
Eine ganz auffallende Differenz! 


Aber nicht nur im Sputum der Phthisiker zeigt sich die seltsame Kohlen- 
staubfreiheit dieser Alveolarnetze, auch wenn man die in Lungenkavernen 
hineinragenden Fetzen untersucht, sind sie glanzhell und ohne das geringste 
Kohlenstäubchen. Unwillkürlich wird man auf einen Gegensatz zwischen 
Kohle und Tuberkelbazillus hingedrängt, und ihn bestärkt auch ein 
Bild einer Riesenzelle, die Koch in seinem Tuberkulosewerk abbildet, wo 
die Tuberkelbazillen sich von der Kohle so weit entfernt haben, man möchte 
sagen, verkrochen haben, wie es die Zelle zuläßt. Andererseits entsinne ich 
mich einiger durch Glattwandigkeit sich als geheilt ausweisender Kavernen, 
die in den Randteilen ihrer Wand geradezu einen Kohlenwall darstellen. 
Ein dahin gehörendes Detailbild gibt auch Aschoff in seinem Lehrbuche 
Bd. 2, S. 308, von einem abheilenden Tuberkelherd. der von einer ganz 
schwarzen Induration eingeschlossen ist. 

Wenn wir nun noch an die Statistiken der Bergwerksgegenden denken, 
welche einen Gegensatz zwischen Tuberkulose und Anthracosis geradezu 
stipulieren, so ist es begreiflich, daß ich das oben geschilderte Material 
nicht nur auf Ca-Gehalt, sondern auf seinen Anthracosisgrad zu untersuchen 
unternommen habe. 


Schon vor vielen Jahren habe ich das begonnen, indem ich ganze 
Lungen in konzentrierter Natronlauge zu lösen versuchte, um im 
festen Rückstande die Kohle bestimmen zu können. Bei der großen 
Masse der angewandten Substanz blieb das ein vergebliches Bemühen. 
Viel mehr versprach schon das Lungenpulver, die gemahlene Trocken- 
substanz der Lunge, für ein ähnliches Verfahren. Aber der Gedanke, 
das Lungengewebe aufzulösen und die ungelöste Kohle auf dem Filter 
zu wägen, war nicht angängig, weil der größte Teil der Kohle durch 
Alkali in ein Kolloid übergeführt werden mußte, das einfach das Filter 
passieren würde. Der praktische Versuch bestätigte das sogleich. 
lg Lungenpulver mit 3g Natriumhydroxyd etwa 10 Stunden auf dem 
Wasserbade erwärmt, ließ einen Teil der Kohle auf dem Filter zurück, 
während ein anderer Teil kolloidal gelöst das Filter passierte. Ein 


1) Deutsche med. Presse 1902, Nr. 8. 
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Wägen des Rückstandes war in jedem Falle sehr bedenklich, da sich 
im Filter noch andere Rückstände sammelten und von der Kohle nicht. 
zu trennen waren. So richtete sich mein Plan vielmehr darauf, die 
gesamte Kohle kolloidal zu lösen und dann eine kolorimetrische Be- 
stimmung zu versuchen. Das gelang in ganz befriedigender Weise, 
da es mir glückte, eine nahezu ganz konstante Kohlenkolloidlösung 
zum Vergleiche zu erhalten, die mir Herr Prof. Ruppel freundlicher- 
weise hergestellt hat. Diese Kolloidlösung ließ sich einfach in dem 
Keile des Autenriethschen Kolorimeters verwenden, denn die Kurve 
der Färbung der Verdünnungen entsprach nahezu einer geraden Linie. 
Der Kohlengehalt der Testlösung wurde durch Trocknung und Wägung 
festgestellt. Die kolloidale Lösung der Lungenkohle gelang leicht 
durch etwa achtstündiges Erhitzen über freier Flamme am Rückfluß- 
kühler von 1g Lungenpulver mit 3g NaHO und 60 Wasser. Nach 
dieser Zeit wurde die heiße Lösung in ein 100-ccm-Meßkölbchen ge- 
gossen, auf 100 Flüssigkeit schnell aufgefüllt, umgeschüttelt und kolori- 
metriert. Aus dem Skalengrade ließ sich nun leicht der Prozentgehalt 
an Kohle berechnen. Die Kolorimetrierung bot öfter die Schwierigkeit, 
daß sie an Lösungen vorgenommen werden mußte, welche im Farbenton 
von dem Vergleichskeil nicht unwesentlich differierten — dann mußte 
die gleiche Intensitätsstufe aufgesucht werden —, meist gelang es 
auch, durch Hinterschaltung einer Gelbscheibe die Färbung der beiden 
Lösungen genügend anzugleichen. Es kam auch vor, daß Lungen so 
stark kohlehaltig waren, daß sie auf 200 ccm Flüssigkeit verdünnt 
werden mußten, um eine Vergleichung zu ermöglichen. Als Licht- 
quelle diente eine starke elektrische Glühlampe?). 

Doppelbestimmungen ergaben fast völlig gleiche Werte. — In den 
meisten Fällen gewährte schon die makroskopische Betrachtung der 
Lungenpulver eine weitgehende Kontrolle, indem schon an der Färbung 
des Pulvers bei der Vorbereitung der Unterschied im Kohlengehalt 
sich deutlich zeigte. 

Sehr wichtig war, daß das Pulver vor der Aufschließung außer- 
ordentlich fein zerrieben, auch durch ein haarfeines Sieb gesiebt wurde. 

Die Untersuchungen ergeben nun an 32 gesunden Lungen im Mittel 
in der Trockensubstanz 0,462 Prom. Kohle, in den 13 phthisischen 
dagegen nur 0,363 Prom., demnach 21 Proz. weniger. 

Hier waren die Befunde gleichmäßiger als beim Kalk. Die rechte 
und linke Seite der normalen Lunge ergab gewöhnlich nur geringere 
Differenzen, obwohl ganz gleiche Zahlen nur selten beobachtet wurden. 


1) Noch vollkommener würde die kolloidale Lösung wohl werden, 
wenn man das Lungenpulver im zugeschmolzenen Rohr und unter Schütteln 
erhitzen würde. 
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Bei den tuberkulösen Lungen war die stärker befallene kohlenärmer, 
Z. B. Fall Giessmann links stärker, 3,04 Prom., dagegen rechts 5,12 Prom., 
oder Adolf Köhler, rechts Tuberkulose 3,76 Prom., links gesund 4,0 Prom. 

Miliare Knötchen finden sich auch bei stark anthracotischer Lunge, 
z. B. Fall Seliger, rechts Kavernen 2,64 Prom., links miliare Knötchen 
4,86 Prom. Das gleiche gilt für die Herde der Peribronchitis caseosa, 
z. B. Schumann, rechts und links gleichmäßig und beiderseits 4 Prom. Kohle. 

Die Vergleichung von Spitze und Unterlappen im Kohlengehalt 
ergibt bei Gesunden bei nur wenigen Fällen öfter eine stärkere Anthra- 
kosis des Unterlappens. 


Kosok: Oberlappen . . . .... 3,92 Prom. 
Unterlappen. . ..... 44 ,„ 
Hornsbach: Oberlappen ` `... 4.96 ,, 
Unterlappen. . . .... 5,12 „, 
Dagegen Flesch: Oberlappen . . . 2... 5,04 ,, 
Unterlappen. . . .... 4,72 „ 


Ebenso bei Tuberkulösen: 














SE EE EE 4,24 3,52 3,36 

nterlappen . .. . 4,72 4,4 3,60 

Dagegen Spinde: Oberlappen . . ..... 6,52 Prom. 
Unterlappen. . . .... 4,48 


Die Vorstellung, daß etwa ein schwächerer Kohlengehalt der 
Spitze es erklärlich mache, daß die Spitze so viel öfter tuberkulös 
befallen sei, ist durch diese Befunde nicht widerlegt, aber auch nicht 
bewiesen. Nicht ohne Interesse ist, daß in den Fällen Franzke und 
Köbing in der Spitze eine ausgesprochene Induratio nigra bestand, 
ohne daß der Kohlenbestand chemisch erhöht war. Vielleicht hat 
auch die Tatsache eine Bedeutung, daß der Kohlengehalt der Lungen 
mit den Lebensjahren anzusteigen scheint. Theoretisch wäre das auch 
zu erwarten, denn die Summe der eingeatmeten Kohle muß ja mit 
den Lebensjahren immer größer werden. Freilich wird das alles von 
Beruf und Lebensort bestimmt werden: wenn wir z. B. bei einem 
Ofensetzer den höchsten Kohlengehalt von 8 Prom. gesehen haben, 
so werden wir das seinem Beruf zuschreiben. Wenn wir in die Lage 
kommen sollten, auch oberschlesische oder Bergarbeiterlungen zu 
analysieren, so sind wir auf viel höhere Kohlenpromille gefaßt. 

Die analytischen Zahlen geben also einen Hinweis darauf, daß, 
wie die Berufsstatistik es vermuten ließ, die Erfüllung der Lunge mit 
Kohle einen gewissen Schutz gegen die Erkrankung an Phthise böte: 
es kann aber nicht erwartet werden, daß andere akuteste Prozesse, 
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Nichttuberkulos. 
1 Köhler, Adolf | 58 Magenkrebs 
5 Mosler, Clara | 64 Brustkrebs 
7 Dieselbe 
6 Paul, Therese 48 Pneumonia d. 
8 | Dieselbe 
9 | Schäfer, Gustav | 85 Absc. femor. ` 
10 |: Derselbe 
11 | Heimels, Maria || 74 Arterioscler. 
12 | Dieselbe 
13 | Newald, Rudolf | 57 A 
14 ı' Derselbe | 
15 | Rahl, Max 50 Unfall 
en Derselbe 
Mirke, Pauline || 28 Endometritis pur. 
Dieselbe 
9 Rösinger, Emma || 46 || Syphilis (Hg-Intox) 
a | Dieselbe 
Se arquard, eg 18 Perityphl. 
á | Derselbe 
27 | Nowak, Reinhold || 56 Carc. vesoph. 
28 Derselbe 
31 | Luzinka, Max |56 | Mening. cerebrospin. 
32 Derselbe 
33 || Köhler, Ludmilla | 79 Arterioscler. 
34 | Dieselbe 
35 | Schmidt, Robert || 22 Unfall 
36 | Derselbe | 
Tuberkulose. 
4 Köhler, Adolf |58 || Tub. dextra 
2 | Schumann, Emma || 33 Tub. dupl. 
3: Dieselbe | | 
21 | Berger, Marta "IS | j 
22 Dieselbe | 
25 | Seliger, Elfride ı 20. Tub. praec. dextr. 
26 Dieselbe | | 
29 ||Giessmann, Franz. 66 Ä Tub. praec. sin. 
30 | Derselbe | 
37 | Sturzek, Hedwig | 27 Tub. dupl. 
38 | Dieselbe | 
39 | Dehmel, Henrick | 71 || Tub. dupl. mediastikal. 
40 Derselbe | 
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Kasel 
| 1 
Nr. | Name E $ Krankheit Erk poter Ge 
Bäi Se EE Zn rechts_ 
Tuberkulose. 
41 | Franzke, Eduard | 75|| Tub. pulm. lobi sup. :|Oberlappen |, 4,24 
42 | Derselbe | Unterlappen |! 4,72 
43 Cebelin, Georg Tub. pulm. lobi sub. praec. || Oberlappen || 3,52 
44 | | Derselbe | Unterlappen || 4,40 
47 | Köbing, Julius || 48 | Indur. nigra lobi sup. |) Oberlappen || 3,36 
48 Derselbe Unterlappen | 3,60 
49 | Spinde, Reinhold | 54 Tub. pulm. Oberlappen |, 6,32 
50 || Derselbe Unterlappen |' 4,48 
5l Flesch, Anna 4l Hernia operata Oberlappen | 5,04 
52 Dieselbe i Unterlappen || 4,72 
53 || Kosok, Walter Lä Perityphlitis Oberlappen || 3,92 
54 | Derselbe | Unterlappen || 4,40 
Calcium 
Dagmer, rechts Tub. pulm. ..... 2... 0,48 Prom. 
AKS. a, 5 0 a i 2 ee ne ee a 0,346 „ 
Pienkaven, rechts Ileus . . . 2 2 2 2 2 2 20. 0,27 
| links Lungen ohne Tub. ...... 0,35 


wie Miliartuberkulose und Peribronchitis caseosa, von dem schwachen 
Wall der Kohle abgewehrt werden würden. 

Da nun diese Gegnerschaft von Anthrakosis und Phthise durch 
unsere Beobachtungen neu bestätigt erschienen, haben wir auch thera- 
peutische Schlüsse daraus gezogen, welche zugleich die tierexperi- 
mentellen Untersuchungen ersetzen müssen. Denn da die Abwehrkraft 
der Kohle nur für Phthisis, nicbt für andere tuberkulöse Lungen- 
erkrankungen in Betracht kommen kann, und da es keine sichere 
Methode, Phthise bei Tieren zu erzeugen, gibt, so müssen die thera- 
peutischen Studien am phthisischen Menschen für die Experimente 
eintreten. Das ist bei der ganz indifferenten Beschaffenheit des Ruppel- 
schen Kolloids unbedingt zulässig: denn die kolloidale Lösung bringt 
keinerlei Schaden. Anders die Inhalation von Kohlenstaub. Ich habe 
vor Jahren Kaninchen Kohlenstaub einatmen lassen und dabei leichteste 
Hämorrhagien im Gewebe gesehen, was bei Kohlenkolloidinhalationen 
sich nicht zeigte. 

Auf der inneren Abteilung des Allerheiligenhospitals wurden 
Phthisiker mit dem Kohlenkolloid behandelt mit dem Effekt besseren 
Befindens und weitgehender Verminderung des Auswurfs. Wie weit 
die Besserung auch den objektiven Befund betreffen wird, muß die 
Zukunft lehren. 
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Untersuchungen über den Jodstoffwechsel. 


L Mitteilung. 
Versuche mit physiologischen Jodmengen beim Erwachsenen. 


Von 


Th. v. Fellenberg. 
(Aus dem Laboratorium des eidgenössischen Gesundheitsamtes in Bern.) 
(Eingegangen am 21. August 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Über den Stoffwechsel des in größerer Menge aufgenommenen 
Jods sind wir ziemlich gut orientiert. Die Hauptausscheidung findet 
durch die Nieren statt: daneben wurde im Kot, Nasenschleim, Schweiß, 
in Nägeln und Haaren Jod gefunden. Welche Jodmengen jedoch bei 
der gewöhnlichen Ernährung zur Ausscheidung gelangen, darüber 
liegen noch keine systematischen Beobachtungen vor, weil es bis vor 
kurzem an einer Methode gefehlt hat, welche diese kleinsten, nach 
Millionstel Grammen zählenden Mengen sicher erfassen läßt. Über 
eine solche Methode habe ich nun vor kurzem!) berichtet und gleich- 
zeitig Zahlen über den Jodgehalt mancher unserer wichtigsten Nahrungs- 
mittel angegeben. Wenn schon der genannten Methode noch gewisse 
Mängel anhaften, so leistet sie doch genug, um die Inangriffnahme 
der vorliegenden Untersuchungen zu rechtfertigen. 

Die Jodgehalte werden im folgenden in Millionstel Grammen 
= Mikrogrammen = y angegeben, wie in der zitierten Arbeit. Über- 
haupt verweise ich in bezug auf die Methodik der Jodbestimmung 
und den Gehalt der einzelnen Nahrungsmittel an Jod auf das dort 
Gesagte. 

Es kam bei diesen Versuchen hauptsächlich darauf an, die Jod- 
ausscheidungen bei einer jodarmen Grundnahrung während längerer 
Zeit zu beobachten und dann den Einfluß gewisser, immer noch sehr 
kleiner Jodmengen zu studieren. Diese Zusätze erfolgten in verschiedener 
Form, als Jodid, als Lebertran, Sardinen, Bachkresse, also in an- 
organischer und verschiedener organischer Bindung. 


1) Untersuchungen über das Vorkommen von Jod in der Natur I, 
Mitt. aus dem Gebiete der Lebensmitteluntersuchung und Hygiene 14, 161, 
1923; diese Zeitschr. 189, 371, 1923. 
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Die Menge der Zusätze wurde so gewählt, daß ihr Jodgehalt un- 
gefähr dem entsprach, was durch das von der schweizerischen Kropf- 
kommission empfohlene jodierte Kochsalz (5 mg im Kilogramm) auf- 
genommen wird. Der Zusatz betrug im Maximum 63 Mikrogramm im 
Tage. Diese Menge muß noch als physiologisch betrachtet werden. 
In kropffreien Gegenden kann, wie bei anderer Gelegenheit gezeigt 
werden soll, noch bedeutend mehr Jod mit der gewöhnlichen Nahrung 
aufgenommen werden. 

Eine weitere Frage, welche durch unsere Untersuchung ange- 
schnitten werden sollte, war die, ob es möglich sei, durch gewisse äußere 
Maßnahmen die Jodausscheidung künstlich zu beeinflussen. Eine 
künstliche Vermehrung der Ausscheidung wäre vielleicht im Hinblick 
auf den Jod-Basedow von Interesse gewesen. Unsere diesbezüglichen 
Versuche sind nun während zu kurzer Zeit durchgeführt worden, um 
in allen Fällen verwertbare Resultate zu liefern. Immerhin gestatten 
sie, einzelne Schlüsse von einer gewissen Bedeutung zu ziehen. 

Unsere Grundnahrung schien, soweit sich dies übersehen ließ, 
vollwertig in bezug auf Eiweiß, Fett, Mineralstoffe, Kalorienmenge 
und auf Vitamine. Man wählte sie so, daß sie ohne großen Zeitaufwand 
zubereitet werden konnte. Es war naheliegend, hauptsächlich auf 
Milchprodukte und Brot zu greifen. Gemüse und Eier schieden wegen 
ihres höheren Jodgehaltes, Fleisch wegen der Schwierigkeit, es stets 
in gleicher Qualität zu erhalten, aus. Später erst wurde beobachtet, 
daß auch Milch und Butter zu den jodreichsten Nahrungsmitteln 
gehören können. Ihr Gehalt an Jod hängt nun von der Landesgegend 
und fernerhin sehr von der Jahreszeit ab. Soweit sich dies bis jetzt 
übersehen läßt, scheint ihr Jodgehalt gegen Ende des Winters am 
geringsten zu sein, um dann im Frühling mit Beginn der Grünfütterung 
stark anzusteigen. Unsere Versuche wurden im Januar bis März aus- 
geführt. Sie fielen also noch in die jodarme Zeit. 

Die Grundnahrung bestand aus folgendem: 

500 g Brot, 1 Liter Milch, 40 g Butter, 20 g Kochfett (gehärtetes 
pflanzliches Öl der Astragesellschaft), 80g Käse, 50 g Johannisbeer- 
konfitüre, 8 g Kakao, 15g Zucker, 300 g Äpfel und 250g Kartoffel. 
Sie enthielt ungefähr 100g Eiweiß, 115g Fett, 400 g Kohlenhydrate, 
10 g Kochsalz, 3,5 g Kalk, als CaO, und lieferte ungefähr 3280 Kalorien. 
Die 20 g Kochfett wurden späterhin nicht mehr abgewogen, sondern 
nur geschätzt und in gewissen Fällen, wenn ein Bedürfnis nach mehr 
Kalorien auftrat, etwas vermehrt. 

Der Jodgehalt der gemischten Grundnahrung wurde zu verschie- 
denen Zeiten bestimmt. Man fand jeweilen mit ziemlicher Überein- 
stimmung den Wert von 14 Mikrogrammen. Fügen wir das im täglich 
veratmeten Luftquantum (etwa 8ccm) enthaltene Jod, welches wir 
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auf 0,3 y veranschlagen, hinzu, so kommen wir auf 14,3 Mikrogramm 
gesamte tägliche Einnahme. Gelegentlich wurden einige Hundert 
Kubikzentimeter Wasser getrunken. Das darin enthaltene Jod ist zu 
gering, als daß wir es zu berücksichtigen brauchten. 


Viel geringere Jodmengen, als die hier aufgenommenen, werden 
nicht leicht in der täglichen Nahrung irgend einer Bevölkerung zu 
finden sein. 

‚Es ist einleuchtend, daß es recht unbequem wäre, während längerer 
Zeit solch eintönige Kost am Familientisch einzunehmen. Der Versuch 
wurde denn auch erleichtert durch Abwesenheit meiner Familie 
während dieser Zeit. So wurde denn auch das Abwägen und die Zu- 
bereitung der Nahrung selbst besorgt. 


Unsere jodreichen Zugaben enthielten folgende Jodmengen: 


J im kg 
Lebertran . . . .... 7200 
Sardinen . . . 2.2... 163 
Bachkrese . ..... 190 


Bei Einnahme des Lebertrans (8g täglich) wurde die Grund- 
nahrung um die gleiche Menge Butter reduziert; beim Verzehren der 
Sardinen (etwa 380 g) wurden Butter, Käse und Konfitüre fortgelassen. 
Von den Sardinen wurde alles außen anhaftende Öl sorgfältig entfernt. 
Die Bachkresse wurde durch wenige Minuten langes Kochen mit wenig 
Wasser unter Zusatz von Käse und Salz zubereitet. Um die große 
Menge, 330 g, besser bewältigen zu können, wurde die Kartoffelration 
an diesen Tagen auf 400 g vermehrt. 


Die Versuche führte ich, wie angedeutet, an mir selber aus. Zu 
meiner Vorgeschichte sei folgendes erwähnt: Alter 42 Jahre; ungefähr 
vom 8. bis 20. Jahre leichter Kropf, der in der ersten Zeit gelegentlich 
mit Jodsalben behandelt worden war. In der Studienzeit, nach dem 
Wegzuge von Bern, ging er allmählich zurück und stört schon längst 
nicht mehr. Er wurde kürzlich von Dr. Eggenberger als der Kategorie 
0 bis 1 zugehörig bezeichnet. 


Seit Ende Mai 1922, in den letzten 7%, Monaten vor Beginn der 
Versuche, wurde bestimmt niemals Jod als Medikament verwendet; 
früher wurde in seltenen Fällen, etwa bei kleinen Stichwunden, Jod- 
tinktur in möglichst geringer Dosis gebraucht. Vom Juli bis Sep- 
tember 1922 wurde ein jodiertes Kochsalz (10 mg KJ im Kilogramm) 
in der Haushaltung verwendet, seither, in den letzten 4 Monaten vor 
Beginn der Stoffwechselversuche, nicht mehr. 

Die Stoffwechselversuche wurden am 10. Januar 1923 begonnen 
und bis am 11. März fortgeführt. Wir verwerten aber erst die Zahlen 
vom 16. Januar an, da die Harnuntersuchungen anfangs große Schwierig- 
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keiten verursachten und die Resultate der ersten Tage daher unzu- 
verlässig waren. 

Die Untersuchung erstreckte sich in der ersten Zeit nur auf den 
Harn, dann außerdem auf Fäzes, Nasenschleim und Schweiß. Einzel- 
untersuchungen wurden außerdem mit Haaren, Nägeln, Ohrenschmalz, 
Zungenbelag und dem serösen Inhalt einer Brandblase vorgenommen. 


Die Untersuchungsmethoden waren folgende: 


Harn. Lia der 24stündigen Harnmenge (von morgens nach dem 
Frühstück bis am nächsten Morgen) wird mit Kalkmilch gegen Phenol- 
phthalein deutlich alkalisch gemacht und mit 4 ccm einer Pottaschelösung 
von etwa 800 g im Liter versetzt und in einer Eisenschale vorsichtig ein- 
gedampft und schwach geglüht. Um den üblen Geruch zu vermeiden, 
verdampft man in der Kapelle eine etwa lproz. Formalinlösung. Zum 
Schlusse faßt man die Schale mit einer Tiegelzange und erhitzt sie über 
einem großen Teklubrenner, so daß sie nach und nach an allen Stellen, 
besonders auch an den Rändern einen Augenblick in schwaches Glühen 
kommt. Dabei löst man die Krusten mit einem Eisenstab los und zerdrückt 
sie. Nun übergießt man den Verbrennungsrückstand dreimal mit wenig 
kaltem Wasser und filtriert durch eine Nutsche. Die an deı Schale haftende 
Kohle und das Filter samt Inhalt werden bei schwacher Rotglut verbrannt. 
Das geht sehr leicht vonstatten, weil die Salze zum größten Teil ausgewaschen 
sind. Die durchfiltrierte Lösung ist meist deutlich gelb oder gar braun 
gefärbt. Sie muß daher nochmals verbrannt werden. Nur wenn sie nahezu 
farblos ist, kann das unterbleiben. Man bringt sie in die Schale zurück, 
dampft sehr sorgfältig ein und erhitzt so stark, daß die Salze gerade zu 
Sintern beginnen. Nach dem Erkalten zieht man wieder mit Wasser aus, 
diesmal am besten mit heißem, und zwar etwa sechsmal, saugt durch die 
Nutsche ab und dampft das Filtrat in einem Kolben ein. Sollte die Flüssig- 
keit dabei schäumen, so setzt man Phenolphthalein hinzu und neutralisiert 
nahezu mit Salzsäure (1:1). 

Man dampft bis zum feuchten Kristallbrei ein und zieht diesen drei- 
bis viermal unter Aufkochen bei aufgesetztem Steigrohr mit starkem Alkohol 
aus und gießt die Flüssigkeit in einen neuen Kolben über. Nun destilliert 
man den Alkohol ab, spült den Rückstand in eine Platinschale, setzt 7 bis 
8 Tropfen Pottaschelösung (etwa 85 g in 100 ccm) hinzu, dampft zur Trockne 
ein, glüht schwach, zieht den Rückstand mehrmals mit Alkohol aus, ver- 
dampft wieder, diesmal unter Zusatz von 3 Tropfen Pottaschelösung, 
glüht, zieht mit Alkohol aus und verarbeitet weiter nach der allgemeinen 
Vorschrift (l. c.). 

Fäzes. Man verbrennt unter Zusatz von 5 cem Pottaschelösung und 
einigen Kubikzentimetern verdünnter Kaliumpermanganatlösung, um die 
Riechstoffe zu oxydieren. Verdampfen von Formalinlösung hat bier keine 
deutliche Wirkung. Die Veraschung geht außerordentlich leicht vor sich. 
Man zieht die Asche etwa sechsmal mit heißem Wasser aus und verarbeitet 
die farblose Lösung wie gewohnt weiter. 

Nasenschleim. Das während 24 Stunden verwendete Taschentuch 
wird mit etwa 300 ccm Wasser und 1 bis 2 ccm Pottaschelösung 5 bis 10 Mi- 
nuten gekocht, wobei der Schleim glatt in Lösung geht. Man preßt ab, 
wäscht das Tuch mehrmals mit Wasser nach, dampft die Lösung ein, 
verascht, nimmt den Rückstand mehrmals mit wenig Wasser auf, filtriert, 
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verascht das Filter in der ursprünglichen Schale samt den Kohleresten, 
zieht nochmals mit Wasser aus, dampft die vereinigten Auszüge, die hier 
gefärbt sein dürfen, auf ein kleines Volumen ein, führt die Lösung in eine 
Platinschale über, verdampft zur Trockne, verascht und fährt fort, wie 
gewohnt. 


Schweiß. Man verwendete das Wasser der täglichen Körper- 
abwaschungen. Man überbrauste sich mit warmem Wasser, rieb sich mit 
einem kleinen Tuche trocken und wusch das Tüchlein mehrmals mit Wasser 
gut aus. Die vereinigten Lösungen wurden mit 1 bis 2 ccm Pottaschelösung 
versetzt, eingedampft und wie bei Nasenschleim weiter verarbeitet. 

Selbstverständlich gelingt es auf diese Weise nicht, die gesamte tägliche 
Schweißabsonderung zu fassen. Ein großer, bei stärkerer Absonderung 
wohl der größte Teil wird durch die Wäsche aufgenommen und geht für 
unsere Bestimmungen verloren. Auf die Gesamtjodausscheidung übt dies 
aber in der Regel keinen wesentlichen Einfluß aus. In einigen Fällen wurden 
auch die Tag- und Nachthemden mit Wasser ausgezogen und die Lösung 
auf Jod untersucht. 

Diese Extraktion ließ sich nicht ganz quantitativ durchführen; auch 
wurden die übrigen Unterkleider vernachlässigt, da die Hauptschweiß- 
absonderung nur am Oberkörper stattfand. Diese Untersuchungen geben 
somit Annäherungswerte. 

Zwei ziemlich quantitative Schweißuntersuchungen konnten nach 
Verabfolgung elektrischer Schwitzbäder vorgenommen werden, wobei der 
Körper in liegender Stellung während 45 Minuten von oben und unten 
mit roten, elektrischen Birnen bestrahlt wurde. Die Hauptmenge des 
ausgeschiedenen Schweißes trocknete sogleich aus, da die Temperatur eine 
recht hohe war. Das Thermometer zeigte im oberen Teil des Kastens 85°, 
was nach Angabe des Bademeisters in der Nähe des Körpers einer Temperatur 
von 75° entsprechen sollte. Durch viermalige Körperwaschung mit je 
l Liter Wasser und Mitverarbeitung des als Körperunterlage dienenden 
Tuches, wenigstens in einem Falle, ließ sich der Schweiß hier nahezu voll- 
ständig erfassen. 

Es ist selbstverständlich, daß Kontrollversuche mit Tüchern aus 
derselben Wäsche vorgenommen wurden. Sie erwiesen sich in keinem 
Falle als mit Jod verunreinigt. 

Die Untersuchung von Kot, Nasenschleim und Schweiß bot weiter 
keine Schwierigkeiten. Man mußte sich hier in der Regel mit einer Analyse 
begnügen. Die verfügbare Zeit hätte eine Wiederholung kaum erlaubt; 
auch wären die zur Bestimmung gelangenden Jodmengen für Doppel- 
analysen oft gar gering gewesen. 

Die Harnuntersuchungen hingegen sind recht heikel. Wegen der 
Anwesenheit von viel Kochsalz geht die Veraschung nur schwierig vor sich. 
Bei Überhitzung tritt leicht Jodverlust ein; wird aber nicht vollständig 
verascht, so findet man ebenfalls zu wenig Jod, da dann ein Teil in alkohol- 
unlöslicher Form vorhanden ist. Diese Bestimmungen wurden deshalb 
stets mehrfach ausgeführt. Bei Differenzen wurde ein größeres Gewicht 
auf die höheren Werte gelegt, da wohl Verluste eintreten, nicht aber zu viel 
Jod gefunden werden kann. 

Wir gehen nun zu unseren Versuchen über. Sie sind in der Tabelle I 
zusammengestellt. Die Kolonnen der Kotmenge und des Jodgehalts des 
Kotes erfordern eine Erläuterung. Da die Nahrungsaufnahme des einen 
Tages der Kotausscheidung des folgenden Tages ungefähr entspricht, 
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sind die genannten Kolonnen um einen Tag verschoben, so daß die sich 
entsprechenden Werte nebeneinander zu stehen kommen. 

Während 35 Tagen, vom 10. Januar bis 13. Februar, wurde die jodarme 
Grundnahrung mit 14,3 » Jod pro Tag eingenommen. Die Tabelle beginnt, 
wie erwähnt, etwas später, mit dem 16. Januar. Die Jodausscheidung 
nimmt während dieser Periode allmählich etwas ab, ist aber im ganzen 
ähnlich, wie die Einnahme. 

In diesen Zeitabschnitt fallen einige Versuche mit gewissen Zusätzen, 
deren Wirkung auf die Jodausscheidung geprüft werden sollte. 

An 3 Tagen hintereinander wurde täglich je 1g Kaliumbromid ein- 
genommen. Da von anderer Seite (l. c.) beobachtet worden ist, daß Kröpfe 
gelegentlich bei Brommedikation zurückgehen, konnte man sich fragen, 
ob der Jodstoffwechsel durch Brom beeinflußt werde, ob dadurch vielleicht 
eine größere Retention des Jods erfolge. Es war aber auch möglich, daß 
die Bromide rein nur durch ihren Jodgehalt wirken. Wir haben bei anderer 
Gelegenheit (l.c.) Mengen von bis 8 mg Jod im Kilogramm Kaliumbromid 
gefunden. Es mögen auch höhere Werte nicht selten sein. 

Unsere Versuche lassen keine Retention des Jods erkennen: eher deutet 
die erhöhte Zahl vom 23. Januar auf eine Mehrausscheidung. Es kann aber 
irgend ein Zufall vorliegen, da am Tage vorher und nachher normale Werte 
gefunden worden sind. Unsere Resultate stützen somit die von Eggen- 
berger vertretene Annahme, daß die Beeinflussung der Strumen durch 
Bromsalze nur auf deren Jodgehalt beruhen dürfte. 

Einige Tage nach der Bromeinnahme wurden 10g Kochsalz außer 
den in der Grundnahrung bereits enthaltenen etwa 1l0g genommen. 
Hch. Hunziker!) nimmt an, bei großem Kochsalzverbrauch werde die 
Wirkung der aufgenommenen Jodspuren abgeschwächt, so daß leichter 
Jodmangel eintrete. Es liegt nahe, eine solche eventuelle Wirkung auf eine 
durch Kochsalz verursachte vermehrte Jodausscheidung zurückzuführen. 
Eine solche Wirkung läßt aber unser Versuch nicht erkennen. Der Jodgehalt 
des Harns bleibt in normalen Grenzen. 

Über die Wirkung der Fluoride wurde ein Versuch mit Img NaF 
vorgenommen. Da mir der Grad der Toxicität der Fluoride nicht bekannt 
war, wollte ich nicht höher gehen. Die Menge ist immerhin 70mal größer 
als die des aufgenommenen Jods. Ein Einfluß auf die Jodausscheidung 
konnte auch hier nicht festgestellt werden. 

Ein weiterer Versuch betrifft die vermehrte Einnahme von Wasser. 
Da vielfach das Trinkwasser für die Entstehung des Kropfes verantwortlich 
gemacht und Kindern aus diesem Grunde häufig das Trinken großer Wasser- 
mengen gewehrt wird, konnte man sich fragen, ob das Wasser vielleicht 
eine vermehrte Ausscheidung von Jod bewirke, so daß dadurch ein Jod- 
mangel des Körpers begünstigt würde. Bei jodhaltigem Trinkwasser könnte 
dann eine Kompensation des ausgeschiedenen durch das eingenommene 
Jod erfolgen. 

Nach einer Einnahme von 1,8 Liter Wasser am 30. Januar, wobei 
die ausgeschiedene Harnmenge auf 3 Liter stieg, trat keine Vermehrung 
der Jodausscheidung ein. 

Wir haben also weder durch Kaliumbromid noch durch Kochsalz, 
noch durch Natriumfluorid, noch durch Wasser eine Beeinflussung des 


1) Der Kropf, eine Anpassung an jodarme Nahrung. Bern, Verlag von 
A. Franke, 1915. 
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Jodstoffwechsels nachweisen können. Wir sind uns jedoch bewußt, daß 
bei der kurzen Versuchsdauer von meist nur einem Tag nur eine einigermaßen 
beträchtliche Wirkung dieser Zusätze sich hätte erkennen lassen. 

Man untersuchte nun den Einfluß von körperlicher Anstrengung auf 
die Jodausscheidung. Am 26. Januar wurde eine Reise nach Adelboden 
unternommen, wobei der Weg von Frutigen nach Adelboden und zurück, 
je 15 km, Höhendifferenz 500 m, mit ziemlich schwerem Rucksack zu Fuß 
zurückgelegt wurde. Auch hier bleibt die Jodausscheidung durch die Nieren 
dieselbe, wie sonst. Später zeigte es sich dann, daß doch eine vermehrte 
Gesamtausscheidung stattgefunden hatte. Man untersuchte das an jenem 
Tage benutzte, recht verschwitzte Hemd und fand darin 6,3 y Jod. Die 
gesamte ausgeschwitzte Menge muß ziemlich viel höher gewesen sein; 
sie dürfte wohl mindestens auf das Doppelte angeschlagen werden. 

Ein weiterer, am 10. Februar ausgeführter Versuch über die Be- 
einflussung der Ausscheidung durch körperliche Arbeit, durch dreistündiges 
Umgraben, ließ diesmal weder im Harn, noch im Gesamten eine Vermehrung 
erkennen. Im Schweiß wurde zwar ziemlich viel Jod gefunden; es wird 
aber kompensiert durch eine Verminderung im Kot. Der Versuch ist nicht 
beweisend, da die Zeitdauer der Anstrengung eine ziemlich kurze war, 
und zwar ging die Arbeit recht mühselig und langsam vor sich, begleitet 
von Muskelschmerzen, die vermutlich durch die vorausgegangene 30 tägige 
jodarme Kost verursacht worden waren. Wir werden auf die Jodausscheidung 
während der Arbeit später noch zurückkommen. 

Zwei Versuche über den Einfluß des Schwitzens ohne körperliche 
Anstrengung wurden am 7. Februar und am 6. März nach Anwendung 
elektrischer Schwitzbäder ausgeführt. Bei dem ersten der beiden Schwitz- 
bäder wurde der Schweiß nicht ganz quantitativ gewonnen, weil das als 
Körperunterlage dienende Tuch nicht mit verarbeitet wurde. Das erste 
Schwitzbad, noch in der Periode der jodarmen Nahrung angewendet, 
zeigt eine ziemlich starke Ausscheidung durch den Schweiß, dafür aber 
eine Verminderung im Harn. Die Ausscheidung durch den Kot ist gering: 
die Gesamtausscheidung ist nicht erhöht. Das zweite Bad wurde genommen, 
als man mit der jodreichen Nahrung abbrach. Die Ausscheidung im Harn 
erscheint etwas, die im Kot stark vermindert, die im Schweiß natürlich 
stark erhöht. Auch hier ist die Gesamtausscheidung normal geblieben. 

Schwitzen ohne körperliche Anstrengung bewirkt somit nur eine 
Änderung in der Ausscheidungsart, nicht aber in der ausgeschiedenen 
Jodmenge. 

An einem der ersten Tage unserer Versuchsperiode, am 20. Januar, 
war ich stark erkältet. Es trat nachts etwas Fieber auf. Wir sehen die 
Jodausscheidung im Harn erhöht. In der folgenden Nacht hatte sich 
Halsweh eingestellt. Es wurde dabei stark geschwitzt. Die Ausscheidung 
im Harn ist normal geblieben, obgleich wir eine erhöhte Ausscheidung 
im Schweiß annehmen müssen, da vermehrte Schweißabsonderung stets 
einer Vermehrung der Jodausscheidung im Schweiß entspricht. Es hat 
also wahrscheinlich eine Erhöhung der Gesamtausscheidung stattgefunden. 
Man hat den Eindruck, als ob bei Fieberkrankheiten, speziell bei Erkältungen, 
eine leichte Erhöhung der Jodausscheidung erfclge. Sichere Schlüsse darüber 
lassen unsere spärlichen Versuche natürlich nicht zu. 

Über den Einfluß der Nahrungsmenge liegen einige Beobachtungen 
vor. Am 23. Februar wurden über die Grundnahrung hinaus 400 g Brot 
und 30 g Butter genossen; die Kalorienmenge stieg dadurch auf etwa 4530. 
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Die Ausscheidung durch den Schweiß erscheint etwas höher als an den 
Tagen vorher und nachher. Die Gesamtausscheidung ist nicht deutlich 
beeinflußt. Ein Fasttag am 16. Januar, nachdem seit 5 Tagen jodarme 
Nahrung eingenommen wurde, bewirkt eine Verminderung der Jodaus- 
scheidung durch den Harn auf 8,6 y. 

Am 8. und 9. März wurde 2 Tage hintereineinander gefastet, diesmal, 
nachdem 20 Tage lang jodreiche und dann zwei Tage jodarme Nahrung 
genommen worden war. Der Körper hatte also gewisse Jodreserven. Die 
Jodausscheidung ist geringer als an den Tagen vorher und nachher, aber 
doch verhältnismäßig bedeutend, 25,3 und 31,0 y gegenüber 43,4 und 44,7 y 
an den vorhergehenden Tagen. 

Die Fasttage sollten uns auf folgende zwei Fragen Antwort geben: 

l. Stammt der Jodgehalt des Kotes nur von der aufgenommenen und 
unvollständig verdauten Nahrung oder scheidet der Organismus selber 
stets eine gewisse Menge Jod durch den Darm ab? 

2. Ist die Jodausscheidung durch die Nieren bei der Tagesarbeit und 
bei der Nachtruhe dieselbe ? 

Wenn wir die ganze Versuchsreihe betrachten, sehen wir, daß die 
Ausscheidungen von Jod im Kot recht unregelmäßig sind. Zum Teil hängt 
dies von der Kotmenge ab, die auch Schwankungen aufweist; aber auch 
der Grad der Verdauung spielt eine Rolle. Der Kot war in der Regel hart. 
In einigen Fällen war er von weicher Konsistenz (in der Tabelle mit wi" 
bezeichnet). Hier finden wir meist Jodmengen, die nicht nur proportional 
der Kotmenge gestiegen sind, sondern darüber hinaus. Bei schlechter 
Verdauung wird das Jod somit weniger gut ausgenutzt. In der Hoffnung, 
solche Unregelmäßigkeiten dadurch ausschalten zu können, wurde während 
20 Tagen, vom 3. bis 23. Februar zu jeder Mahlzeit 0,5g Thymol, also 
täglich 1,5g eingenommen. Man glaubte, dadurch eine gewisse Darm- 
desinfektion bewirken zu können. Unsere Tabelle läßt jedoch keine deutliche 
Wirkung erkennen. Die Thymolmenge war vielleicht nicht ausreichend 
gewesen. 

Betrachten wir nun die Jodausscheidungen im Kot während der beiden 
Fasttage.. Die Defäkation erfolgte möglichst gründlich durch Klystier. 
Es sei daran erinnert, daß unsere Tabelle die Werte des Kotes vom folgenden 
Tag anführt, da diese den Ausscheidungen des Tages entsprechen. Wir 
finden für die beiden Fasttage Kotmengen von 34 und 21g. In beiden 
Fällen fanden sich 0,4 y Jod darin. Da der ausgeschiedene Kot, wenigstens 
am zweiten Fasttag, wo die Nahrungsaufnahme 3 Tage zurückliegt, kaum 
mehr von der Nahrung herrühren dürfte, glaubten wir annehmen zu können, 
daß die geringe Jodmenge von 0,4 y der täglichen Ausscheidung durch den 
Körper selbst entspricht. 


Der Harn wurde an den beiden Fasttagen in Tag- und Nachtharn 
getrennt. Man fand folgende Werte: 


8. März. Tagesharn, 6 Uhr morgens bis 6 Uhr nachmittags 12,8 y. 
Nachtharn, 6 Uhr nachmittags bis 6 Uhr morgens 5,6. 
9. März. Tagesharn, 6 Uhr morgens bis 6 Uhr nachmittags 23,0 y. 
Nachtharn, 6 Uhr nachmittaas bis 6 Uhr morgens 5,3 7. 

Nachts wurde also bedeutend weniger Jod ausgeschieden, als während 

des Tages. Die 5 bis 6 y Jod entsprechen der 12stündigen Ausscheidung 


bei Ruhe bei demjenigen Jodvorrat, den der Organismus nach der Periode 
mit jodreicher Nahrung besaß. 
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Dies Ergebnis steht im Einklang mit dem oben mitgeteilten Versuche, 
wo bei körperlicher Anstrengung eine Mehrausscheidung an Jod erfolgt war. 

Im folgenden wollen wir uns die Jodbilanz während der Versuchszeit 
vergegenwärtigen. Der besseren Übersicht halber ziehen wir das Tages- 
mittel aus einzelnen Abschnitten. So werden die Zufallschwankungen, die 
ja bei solchen Versuchen unvermeidlich sind, möglichst ausgeglichen. 
An diesen Schwankungen mögen verschiedene Umstände schuld sein. 
Die Außentemperatur, das Wohlbefinden, die Qualität des Schlafes, alles 
Faktoren, die von Tag zu Tag wechseln konnten, mögen einen gewissen 
Einfluß auf die Jodausscheidung ausüben. 

Die Tabelle II gibt die Zusammenstellung in einzelnen Abschnitten 
wieder. 






























































Tabelle II. 
Jodbilanz in Abschnitten der Versuchszeit. 
| l| ef Mittlere Jodausscheidung im Tag im ` Ee 
e E EE a 
| | Jodreicher $8 -Ei S o | 88% 
pn ` pw Mi TE we mn EEE Së 
l | | SCH | Zë d A , SRG 
| N » |x» |» y y x 
d | | | | | 
16. I 1 || (Fasttag) | 0,3; 861 — | — — ı — — 
17. bis 31. d 15 = | alne- — setze 
L, 5 IL 5 en 14.312.251 ed zei 
6. „ 13. I. E Ge 143! 72| 454 184| 145 |150 — 0,7 
14. „ 21. d 8i KJ 1526| 230| 5,53|3,17| 2,85 134,6 + 18,0 
22. „ 27. IL| 6; Lebertran 71,9 123,6 | 6,88| 5,95 | 1,16 |37,6: + 34,3 
28. II.bis 1. III. | d Sardinen "75,1 39,1 |127 |385 1,1 |56,8 + 183 
2.IIL.) 11 KJ 526/430 195 |58 |06 |68,9 — 16,3 
3. bis 5. III.|| 3 |. Bachkresse | 77,0 35,6 27,1 216) 22 [67,1,+ 99 
6.und 7.111. 2 SÉ 14,3 Si 5.0536 ; 835 |44,1 | — 298 
8. „ 8.1. 2 Me 03'234) 04 |325| 115 | 28,21 — 279 
10. III.) 1 = 14,3 | 35,0 | 2,9 | 4.5 |31 |45,5|— 31,2 





Die Periode der jodarmen Nahrung (vom 17. Januar bis 13. Februar) 
haben wir in drei Abschnitte geteilt, weil wir in den ersten Tagen nur den 
Harn, später Harn und Kot und erst zum Schluß alle vier Ausscheidungen 
untersucht haben. 

Die beiden ersten Abschnitte geben im Mittel ungefähr dieselbe Jod- 
ausscheidung im Harn; während des dritten Abschnittes ist sie stark ver- 
mindert. Die Gesamtausscheidung beträgt hier 15,0 y gegenüber einer 
Einnahme von 14,3y. Wir befinden uns also im ungefähren Jodgleichgewicht 
für diese längere Zeit ziemlich konstante Jodaufnahme. 

Es folgt nun die Periode der Kaliumjodidaufnahme Hier nehmen 
wir bedeutend mehr Jod ein, als wir abgeben. Es wird also Jod magaziniert. 
Die Speicherung betrifft ungefähr ein Drittel der eingenommenen Menge; 
der Rest wird gleich wieder ausgeschieden. Ähnlich liegen die Verhältnisse 
auch bei Genuß von Lebertran, Sardinen und Bachkresse. Als zwischen- 
hinein, am 2. März, ein Tag mit Jodkalium, d. h. mit einer niedrigeren 
Jodzufuhr, eingeschaltet wurde, war die Ausscheidung plötzlich bedeutend 
größer als die Einnahme. Als am 6. bis 7. Februar die Grundnahrung ohne 
besondere Jodzufuhr genossen wurde, überwog die Ausscheidung die Ein- 
nahme gar um das dreifache. Wir haben also, nach Anlegung der Jod- 
reserve, beim Übergang zu jodärmerer Nahrung eine stark negative Jod- 


Jodstoffwechse!. 257 


bilanz, und zwar auch bei einer Nahrung, die früher Jodspeicherung ergeben 
hatte. Dasselbe Resultat geben die beiden Fasttage und der Schlußtag 
mit jodarmer Ernährung. Die angelegte Jodreserve gestattet uns, Fasttage 
und Tage mit jodarmer Ernährung folgen zu lassen, ohne dadurch gleich 
wieder auf die anfänglichen geringen Jodausscheidungen herunterzusinken. 

Bei der Fortsetzung der Versuche mit jodarmer Ernährung wäre die 
Jodausscheidung allmählich wieder gesunken, bis wieder annähernd das 
Jodgleichgewicht vom 13. Februar erreicht worden wäre. Andererseits 
würden wir vermutlich bei fortgesetzter Aufnahme von jodreicher Nahrung 
nach einer gewissen, vielleicht noch recht fernen Zeit ebenfalls in ein Jod- 
gleichgewicht gekommen sein, welches aber einem bedeutend größeren 
Jodumsatz entsprechen würde, als im ersten Falle. Denn wir müssen wohl 
annehmen, daß das Jodspeicherungsvermögen irgendwo eine Grenze hat. 
Ist sie erreicht, so muß so viel Jod ausgeschieden werden, wie eingenommen 
wird. 

Die Gesamtjodaufnahme während der Periode der jodreichen Nahrung, 
also vom 14. Februar bis 5. März beträgt 1290 y, die Abgabe in derselben 
Zeit 892 y, somit die Speicherung 398 y. Bei Fortsetzung unserer jodarmen 
Ernährung würde dieser Vorrat 13 Tage gedauert haben, wenn die Aus- 
scheidung dauernd in demselben Maße stattgefunden hätte, wie in den 
ersten Tagen nach Abbruch der vermehrten Jodeinnahme. In Wirklichkeit 
würde sie aber jedenfalls bedeutend länger angehalten haben, da das Abklingen 
auf das niedrigere Jodgleichgewicht wohl nur ganz allmählich erfolgt wäre. 

Wenn wir die Wirkung der jodreichen Nahrungsmittel miteinander 
vergleichen, so finden wir eine ungleiche Speicherung. Am klarsten wird 
dies, wenn wir die Zahlen auf 100 Teile eingenommenes Jod angeben, 
wie dies in der Tabelle III geschehen ist. Wir haben hier außerdem die 
Berechnung auf 100 Teile resorbiertes Jod vorgenommen, indem wir das 
im Kot gefundene von dem eingenommenen Jod subtrahieren. 


Tabelle IIl. 
Jodausscheidung und -speicherung 
in Prozenten des EIGENEN UBER und des resorbierten Jods. 











A. Auf 100 Teile REES Jod wird d B. Auf 100 Teile resorbiertes resorbiertes 





ausgeschieden im | im ausgeschieden im 














Jodaufnahme als | |z = 5 

kk 3 

£ l & |Harn S 

| A) 3 
EJ 2.020% el s9, 89,5 d 34,4! 48, 38,3 
Lebertran 93.4 147,4 ı 36, 52,8 
Sardinen .... ' 83,1 | 24,5 | 62,5] 6, 70,5; 29,5 
Bachkresse 64,8 | 12,9 220 EN 79,7 |, 20,3 





Am größten ist die Ee bei Den sogar = als 
bei KJ. Wir werden auf die Ursache noch zurückkommen. Auf den 
Lebertran folgt K J, dann kommen die Sardinen und schließlich die Bach- 
kresse. 


Die Sardinen enthalten einen großen Teil ihres Jods, 39,1 Proz., in 
Form vonÖl. DiesesÖl ist auch jodhaltig, und zwar stammt das Jod offenbar 
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von der Leber der Fische und nicht vom Olivenöl, in welchem die Sardinen 
eingebettet waren; denn die pflanzlichen Öle pflegen sehr jodarm zu sein. 
Das jodhaltige Öl können wir in der Verdaulichkeit dem Lebertran gleich- 
setzen. Dann läßt sich berechnen, welche Ausscheidungen und welche 
Speicherung auf das entölte Sardinenfleisch kommt. Wir finden diese 
Zahlen ebenfalls in unserer Tabelle. 

Die Resorption geht nicht ganz parallel mit der Jodspeicherung. 
Sie ist am geringsten bei der Bachkresse, während die Speicherung bei den 
entölten Sardinen den niedrigsten Wert aufweist. Die Resorption ist 
natürlich ein etwas zufälliger Wert und hängt mit der derzeitigen Magen- 
disposition, mit der Menge, der Zubereitung und Zusammenstellung der 
Nahrung, mit der Nahrung an den vorhergehenden Tagen zusammen. 
Speziell die Bachkresse wurde nicht gut verdaut. Der Organismus war 
nicht mehr an Gemüse gewöhnt: die verzehrte Menge war etwas groß 
und ein gewisser Widerwillen dagegen vorhanden. Auch ist die Versuchs- 
dauer bei der Einnahme der Sardinen und der Bachkresse etwas kurz. 

Auf das resorbierte Jod berechnet, finden wir bei dem entölten Sardinen- 
fleisch eine Ausscheidung im Harn von 82,0 y; in der Bachkresse geht sie 
auf 71,0, beim RJ auf 48,9, beim Lebertran auf 36,3 h zurück. Die Aus- 
scheidungen im Nasenschleim und Schweiß sind von zufälligen Schwankungen 
abhängig, vom Schnupfen, von der zufälligen täglichen Schweißabsonderung. 
Der Reinheitsgrad der Luft kann im ersteren Falle sogar eine Rolle spielen. 
Sollte an gewissen Tagen, etwa durch besondere Windverhältnisse, etwas 
Steinkohlenrauch eingeatmet worden sein, so könnte bei dem hohen Jod- 
gehalt dieses Rauches bereits eine Vermehrung des Jodgehaltes im Nasen- 
schleim aufgetreten sein. 

Aus diesen Überlegungen ergibt sich, daß einzelne unserer Resultate 
mit einer gewissen Reserve aufzunehmen sind. 

Ein auffallendes Resultat unserer Tabelle ist die ausgezeichnete Jod- 
speicherung nach Einnahme von Lebertran. Eine genauere Untersuchung 
des Schweißes zeigte, daß unverändertes, jodiertes Fett ausgeschwitzt wird. 

Am 6. März, also nachdem die Einnahme von K J, Lebertran, Sardinen, 
Bachkresse vorüber war, wurde ein elektrisches Schwitzbad von 45 Minuten 
Dauer genommen. Die Gewichtsabnahme betrug dabei 1,2 kg. Die Schweiß- 
lösung wurde aufgearbeitet nach früher angegebenem Verfahren. (l. c.). 
Folgendes Schema gibt das Resultat wieder. 

Die Schweißlösung wird filtriert: 

L wässerige Lösung, wird eingedampft, in alkohollöslichen und up. 

löslichen Teil getrennt; 
a) alkohollöslich, mit HNO, und Chloroform geschüttelt. 


el Chloroformlösung . . . . . . 3,1% anorg. J 
ß) wässerige Lösung. . . . . . 49y J 
b) alkoholunlöslicher Teil. . . Ne Kaka db 
2. wasserunlöslicher Teil, mit Äther extrahiert. 
a) ätherlöslicher Teil. . . . . 2.2... 2,6 y an Fett geb. J 
b) ätherunlöslicher Teil, mit Alkohol behandelt. 
a) alkohollöslich . . . .. DAD J 
8) alkoholunlöslich . . . . ». 2 OR J 
Summe des Jods . . . 2... 13,0% J 
davon anorganısch gebunden . 24 Proz. 
organisch gebunden . . 76 „ 


an Fett gebunden . . . 20 


39 
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. Eine andere, weniger gründliche Trennung wurde mit dem Schweiß 
vom 21. Februar, also nach Beendigung der Versuche mit K J-Einnahme, 
vorgenommen. Hier wurde das Waschwasser der morgendlichen Körper- 
waschung verwendet. Man fand: 

Schweißlösung filtriert: 
l. wässerige Lösung; 
al alkohollöslich: 


Chloroformlösung. . . ..... . . 11» anorg. J 
wässerige Lösung. . . . s.a.s 0 
b) alkoholunlöslich. . . . . . . e e 6 H 
2. wasserunlöslich . `, BAR MV organ. J 
anorganisch gebunden. . . . 2... 30 Proz. 
organisch gebunden . . ...... 70 


Hier war leider nicht auf fettlösliches Jod geprüft worden. 

Um das Resultat vom 6. März weiter zu bestätigen, wurde das Tüchlein, 
welches jeweilen bei den morgendlichen Abwaschungen zum Trockenreiben 
des Körpers benutzt und jedesmal gründlich mit kaltem Wasser ausge- 
waschen worden war, mit Äther extrahiert. Die Ätherlösung wurde filtriert 
und abdestilliert. Sie hinterließ einen Fetttropfen. Man fand darin 0,77 y J. 
Somit ist das Vorkommen von jodhaltigem Fett im Schweiß nachgewiesen. 

Da Jod im Fett des tierischen Körpers nicht mehr als spurenweise 
auftritt — ein amerikanisches Schweinefett enthielt 17 y im Kilogramm — 
so ist anzunehmen, daß das jodierte Fett des Schweißes aus dem Lebertran 
und den Sardinen stammt, und daß es, wenigstens teilweise, direkt als 
solches im Fettgewebe abgelagert wird. 

Man könnte denken, wenn dies jodierte Fett durch den Schweiß un- 
verändert ausgeschieden werde, so komme es dem Organismus weiter nicht 
zugute. Die Ausscheidung durch die Haut ist aber verhältnismäßig gering. 
Während der 8 Tage der Lebertran- und Sardinenkost wurden 393 y an 
Fett gebundenes Jod aufgenommen. Die während des Schwitzbades aus- 
geschiedene Menge von 2,6 y macht nur 5,3 Proz. der durchschnittlichen 
Tageseinnahme aus. Man darf daher wohl eine gute Ausnutzung annehmen, 
wie sie ja auch von anderer Seite für künstlich jodierte Fette festgestellt 
worden ist. 

Außer im Schweiß wurde auch in Nasenschleim eine Trennung in 
anorganisch und organisch gebundenes Jod vorgenommen, und zwar am 
21. Februar, am Ende der Kaliumjodidperiode. Man fand: 

Pottascheauszug des Taschentuches eingedampft, in alkohollöslichen 
und -unlöslichen Anteil getrennt; 

1. alkohollöslich, mit HNO, und Chloroform geschüttelt, 

a) Chloroformlösung . . 2,8 y anorganisches Jod = 76 Proz. 
b) wässerige Lösung . . 0,9 y organisch geb. Jod = 24 Proz. 

2. alkoholunlöslich (Hauptmenge) 0. 

Hier sind drei Viertel des gesamten Jods anorganisch gebunden. Der 
eigentliche Schleim, im alkoholunlöslichen Anteil bestehend, ist jodfrei. 

Außer den genannten wurden noch einige andere Ausscheidungs- 
produkte auf Jod geprüft. Die Analysen sind in der Tabelle IV zusammen- 

tellt. 
gë Der untersuchte Zungenbelag hatte sich nach 60stündigem Fasten 
gebildet. Er wurde mit einem Stück Zucker abgerieben. 
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Die Brandblase von 2:3 cem im Durchmesser zog ich mir bei dem 
elektrischen Schwitzbad am 7. Februar, also noch in der Periode der jod- 
armen Ernährung, durch Berührung einer elektrischen Birne am Ober- 
schenkel zu. Sie wurde mit Leinwand verbunden. In dem ausgelaufenen 
Serum fand man nach einigen Tagen die beträchtliche Menge von 3,1 y Jod. 
Der später untersuchte Wundschorf war jodfrei. 

















Tabelle IV. 

Jodbestimmungen in verschiedenen Ausscheidungsprodukten. 
Se ee ne Zeit der ` 
Datum _ Produkt l -Gewicht | Bildung | yJ Pe lag 

E RE E _ g | Tage ` zi 
e dee dE SES ` SEENEN  / e, 

12. III. | Nägel... 2.2016 | l4 | 036 | 0,026 
5. IUI. Haare... ...... 85 | 3 96 0.26 
27. II. Ohrenschmalz . . . ... Sa Ai ZE 0,9 = 
10. III. Zungenbelag ..... lU 24 | 09 0,35 
13. II. Inhalt einer Brandblase — | — 3,1 — 
19. II. Brandwundschorf . . . 0,085 ; — , 0 — 


Der Jodgehalt der Brandblase scheint darauf hinzudeuten, daß das 
Jod bei der Heilung eine Rolle spielt. 

Suchen wir uns nun das Schicksal des aufgenommenen Jods im 
Organismus zu vergegenwärtigen. 

Wir haben gesehen, daß nach längerer, jodarmer Ernährung mit etwa 
14% Jod im Tag ein Gleichgewichtszustand eintritt, bei welchem nicht. 
mehr Jod abgegeben, als eingenommen wird. Die Schilddrüse hält somit 
ihren Jodbestand sehr energisch zurück. Es tritt wohl eher eine Unter- 
funktion der Schilddrüse ein, als eine zu starke Verausgabung an Jod. 


Anders ist es bei etwas größeren Jodgaben, etwa 50 bis 80 y im Tag. 
Man hatte erwartet, daß die offenbar jodbegierige Schilddrüse den größten 
Teil dieses Jods ihrem Bestande einverleibe, daß also die Ausscheidung 
nur wenig steige. Das Resultat war ein anderes. Nur ein Drittel des Jods 
wurde gespeichert, zwei Drittel wurden gleich wieder ausgeschieden. Als 
nun nach einiger Zeit die Jodeinnahme wieder verringert oder durch Fasten 
auf Null herabgedrückt wurde, blieb trotzdem die Jodabgabe verhältnis- 
mäßig recht groß. Das zeigt uns deutlich, daß die durch die Jodspeicherung 
angelegte Reserve nicht identisch ist mit dem festen, schwer mobilisierbaren 
Jodbestand der Schilddrüse. Es muß sich um eine zweite Reserve handlen, 
die im Gegensatz zur ersten leicht angelegt und leicht wieder abgegeben 
wird. Wir können die Verhältnisse im Bild etwa folgendermaßen darstellen. 


Schema der aktuellen und der potentiellen Jodreserve. 


Die Gefäße I bis III bedeuten die leicht mobilisierbare Reserve in 
verschiedenen Stadien. Nennen wir diese die aktuelle Reserve. Bei I ist 
der Zufluß an Jod nur gering, so gering, daß alles zugeflossene gleich wieder 
ausfließt. Die aktuelle Reserve ist und bleibt leer. Wir haben einen Gleich- 
gewichtszustand zwischen der Jodeinnahme und ihrer Abgabe, wie er 
gegen Schluß der jodarmen Ernährung besteht. Nun möge die jodreichere 
Ernährung einsetzen. Der Zufluß an Jod ist größer als der Abfluß; das 
Reservoir beginnt sich zu füllen. Das Niveau hat bei II bereits eine gewisse 
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Höhe erreicht. Wenn wir nun die Jodzufuhr verringern oder gar abstellen, 
so macht sich dies beim Abfluß nicht stark bemerkbar. So lange im Reservoir 
noch etwas vorhanden ist, wird Jod abfließen, wobei allerdings mit sinkendem 
Niveau der Druck allmählich abnehmen wird. 

Wenn die vermehrte Jodzufuhr lange Zeit anhält, so muß der in IlI 
versinnbildlichte Zustand eintreten. Das Reservoir läuft über. Es hat sich 
also wieder ein Gleichgewichtszustand, obschon anderer Art als bei I, 
zwischen eingenommenem und ausgeschiedenem Jod herausgestellt. Ein 
ähnlicher Fall tritt bei einmaligen großen Joddosen ein. Nur braucht sich 





hier die aktuelle Reserve nicht unbedingt anzufüllen, so wie sich auch ein 
Glas nicht dadurch füllen läßt, daß man mit einem Hydranten Wasser 
hineinspritzt. 

Das flache Gefäß V bedeutet den festen, schwer mobilisierbaren Jod- 
bestand der Schilddrüse. Nennen wir ihn die potentielle Reserve. Wir 
haben sie im Bilde durch eine sehr enge Röhre in Verbindung gesetzt mit 
der aktuellen Reserve, mit Gefäß IV. Ist die aktuelle Reserve angefüllt, 
so kann sie dauernd Jod abgeben an die potentielle Reserve, bis die Niveau- 
differenzen ausgeglichen sind, d. h. bis ein Gleichgewichtszustand erreicht 
ist. Nimmt die aktuelle Reserve ab, geht sie schließlich auf Null herunter, 
so wird Jod von der potentiellen Rese,ve abgegeben, aber nur in sehr 
kleinen Mengen. 

Wo sich die aktuelle Reserve befindet, ob wie die potentielle in der 
Schilddrüse oder aber anderswo, vielleicht im Blut oder in der Leber, 
wissen wir zurzeit noch nicht. 


Zusammenfassung. 

Die Hauptausscheidung des in physiologischen Mengen ein- 
genommenen Jods erfolgt durch die Nieren. Die Ausscheidung mit 
dem Kot ist verschieden, zum Teil recht erheblich und hängt weit- 
gehend von der Resorption ab. Eine sehr kleine Menge scheint, un- 
abhängig von der Nahrung, durch den Körper ausgeschieden zu werden. 
Die Ausscheidung im Nasenschleim und Schweiß ist ebenfalls, je nach 
den äußeren Bedingungen, sehr schwankend. Sie kann auch ziemlich 
bedeutend werden. 

Eine Beeinflussung der Jodausscheidung durch K Br, NaF, Koch- 
salz, durch Trinken größerer Wassermengen ließ sich nicht feststellen. 

Durch Schwitzbäder wird eine ziemlich starke Jodausscheidung 
durch die Haut bewirkt. Die Gesamtausscheidung wird aber dadurch 
nicht beeinflußt. 

18* 
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Körperliche Anstrengung hat eine vermehrte Ausscheidung durch 
die Haut und eine Vermehrung der Gesamtausscheidung überhaupt 
zur Folge. Fieberhafte Zustände scheinen die Gesamtausscheidung 
ebenfalls zu fördern. 

Durch Fasten verringert sich die Jodausscheidung. Während 
der Nachtruhe ist sie geringer als am Tage. 

Nach länger andauernder Ernährung mit etwa 14» Jod pro Tag 
wurde ein Gleichgewicht zwischen Einnahme und Abgabe erzielt. 
Bei größeren Jodmengen, etwa 50 bis 80 ~ im Tage, wird eine leicht 
mobilisierbare Jodreserve (aktuelle Reserve) angelegt, welche bei ver- 
minderter oder unterbundener Zufuhr leicht wieder abgegeben wird. 
Daneben ist eine zweite, die potentielle Reserve vorhanden, welche 
den Hauptjodbestand der Schilddrüse ausmacht. Sie wird vom Orga- 
nismus mit aller Energie zu halten gesucht. 

Die Jodspeicherung und Jodausscheidung hängt zum Teil von 
der Form ab, in der das Jod verabreicht wird. Jodhaltiges Fett (Leber- 
tran) wurde nach unseren Versuchen am besten resorbiert; dann folgt 
Jodid, dann pflanzliches (Bachkresse) und tierisches Jod (Sardinen, 
auf entöltes Fleisch berechnet). 


Untersuchungen von jodierten Salzen. 


Nachtrag zu der Arbeit 
„Untersuchungen über das Vorkommen von Jod in der Natur‘ !). 


Von 
Th. v. Fellenberg. 


(Aus dem Laboratorium des eidgenössischen Gesundheitsamtes in Bern.) 
(Eingegangen am 21. August 1923.) 


Unsere früheren Versuche!) haben gezeigt, daß die mit Kaliumjodid 
versetzten Salze nach einiger Zeit einen Verlust an Jod erleiden. Die Jod- 
abnahme ist bei verschiedenen Salzen verschieden. Im allgemeinen scheinen 
reinere Salze sich besser zu halten, als weniger reine, ohne daß darin bis 
jetzt: eine deutliche Gesetzmäßigkeit zutage trat. Bestimmungen der 
wichtigsten Verunreinigungen, Mg, Ca, SO, Fe und Al ließen keinen Zu- 
sammenhang zwischen einem dieser Bestandteile und der Größe des Jod- 
verlustes erkennen. Es zeigte sich, daß die Abnahme des Jods in der Regel 
hauptsächlich bei Beginn der Lagerung, während des Austrocknens, erfolgt. 
Später nahmen einige Salze noch weiter ab, andere erhielten ihren Jod- 
bestand. 


Schließlich wurde erkannt, daß der Jodverlust bei einer Anzahl unserer 
Versuche zum Teil daher rührte, daß die Feuchtigkeit des Salzes beim Lagern 
in kleinen Stoffsäcken in den Stoff diffundierte und das noch in Lösung 
befindliche Kaliumjodid mit sich führte. Das ändert aber nichts an der 
Tatsache, daß auch in einzelnen Fällen beim Lagern feuchter Salze in 
Porzellanschalen oder beim Lagern größerer oder kleinerer Mengen trockener 
Salze in Säcken Verluste festgestellt worden sind. Abgesehen von der 
Entmischung feuchter Salze in porösen Packmaterialien, wobei ein Teil 
des Jodids in die Umhüllung wandert, findet somit noch ein Jodverlust 
statt, welcher unabhängig von der Verpackung ist. Es handelt sich nach 
unserer Überzeugung hier um gewisse anorganische Katalysatoren, welche 
die Oxydation des Jodids zu elementarem Jod bewirken. Eine demnächst 
gemeinsam mit Dr. @euinger und Dr. Schweizer zu publizierende Arbeit 
soll die Wirkung solcher Katalysatoren dartun. 


Eine neue Versuchsreihe über den Jodverlust von jodiertem Kochsalz 
wurde mit einem in Bern gekauften Siedesalz der Vereinigten schweizerischen 
Rheinsalinen vorgenommen. 


1) Diese Zeitschr. 189, 371, 1923. 
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Das Salz erwies sich als vollständig neutral. Es wurde mit 5 mg KJ 
pro Kilogramm jodiert. Eine Probe wurde ohne alkalischen Zusatz gelassen, 
weitere Proben erhielten steigende Mengen Soda oder Pottasche. Nach 
der Jodierung betrug der Wassergehalt 5,73 Proz. Je 1,25 kg Salz wurden 
in 1,5 Liter fassende Konfitürengläser von 17 cm Höhe und 11.5 cm Durch- 
messer eingefüllt und die Gläser, lose mit Papier bedeckt, in einer Küche 
untergebracht. Der Beginn des Versuches fiel auf den 8. Mai. 

Nach 52 Tagen wurden die Proben ohne Zusatz und eine mit 0,693 g 
K,CO, = 10cem nK,CO, pro Kilogramm untersucht. Die weiteren 
Proben mit geringeren alkalischen Zusätzen konnten nach den hier erhaltenen 
Resultaten beiseite gelassen werden. Man untersuchte die oberste, ein- 
getrocknete Kruste, eine Probe von der Mitte des Glases und die unterste 
Schicht besonders, je 50 g Material. Sodann wurde der Rest des Salzes 
gemischt und die Mischung ebenfalls analysiert. Man fand folgende Werte: 


Tabelle 1. 


Jodiertes Kochsalz, nach 52tägiger Aufbewahrung in Gläsern. 
Ursprünglicher Jodgehalt = 5mg im Kilogramm. 





=—— — = - - 
, Mit alkalischem Zusats 

| Ohne alkalischen Zusats 0,893 g Ka C O3 pro kg 

| 








mg KJ im kg g mg KJ im kg 
| 4,96 | 4,61 
Oben ...... 5.08 Se 
Mitte >... li E o 
len E \ ie | 6,78 
| i | i 
Durchschnitt - d 2 | 5,15 


Die Durchschnittsproben haben kein Jod verloren. Wir haben hier 
ein Salz vor uns mit sehr wenig der genannten Katalysatoren. 


Die Proben in verschiedenen Schichten der Gläser zeigen uns, daß eine 
Entmischung stattgefunden hat. Einerseits ist die Mutterlauge, die bei 
einem Wassergehalt von 5,73 Proz. ungefähr 7,8 Proz. beträgt, in die Tiefe 
gesunken und hat eine Anreicherung an Jodid am Boden der Gefäße be- 
wirkt. Andererseits ist gleichzeitig mit dem an der Oberfläche erfolgenden 
Austrocknen eine Kapillarwirkung eingetreten, welche einen Teil der 
Mutterlauge und des darin gelösten Jodids nach oben zog. Dadurch ist 
der Jodidverlust, der durch das Herabsinken der Mutterlauge erfolgt wäre, 
entweder ganz oder teilweise kompensiert. Nur die mittleren Teile sind 
wirklich an Jod verarmt. 


Die Salzproben wurden nun in denselben Gläsern wieder hingestellt 
und in den ersten Tagen von Zeit zu Zeit umgerührt, um die sich bildende 
Salzkruste zu zerstören und ein leichteres Austrocknen auch der tiefer 
liegenden Stellen zu ermöglichen. Nach weiteren 39 Tagen, also 91 Tage 
nach der Jodierung wurden von neuem Jodbestimmungen in den ver- 
schiedenen Schichten vorgenommen. Man erhielt folgende Werte: 
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Tabelle II. 


Jodiertes Kochsalz, nach 91tägiger Aufbewahrung in Gläsern. 
Ursprünglicher Jodgehalt = 5 mg im Kilogramm. 











5 Mit alkalischem Zusatz 
| Ohne alkalischen Zusats 0,5939 KC O3 pro kg 





| mg Ki im kg | mg KJ im kg 
| 5,02 Ä 4,88 
Oben | e e > e >œ | 5,00 5,00 
; 2 j g (l 4,68 4,74 
Mitte nz 4,35 | 4,87 
5,27 5,27 

Tnten - » - : .. ? ý 

Unten | 5,33 5,27 
Durchschnitt . i Se WI 


Die Durchschnittspioben zeigen nach 3 Monaten eine leichte Abnahme 
im Jodgehalt; der Verlust ist aber recht geringfügig. Ich wiederhole, daß 
dies nicht nur der Art der Aufbewahrung, sondern wohl auch der zufälligen 
Zusammensetzung des Kochsalzes zuzuschreiben ist. Eine Wirkung des 
alkalischen Zusatzes läßt sich hier nicht erkenner. 

Eine Entmischung im gleichen Sinne wie früher hat auch hier statt- 
gefunden, aber in viel geringerem Maße, als nach der ersten Aufbewahrung, 
da die Salze bereits ziemlich trocken waren. 

Es geht aus unseren Versuchen hervor. daß feuchtes, jodiertes Kochsalz 
sich ziemlich stark entmischt. Bei ganz trockenem Salz ist die Entmischung 
nicht mehr möglich. 

Ferner zeigen die Versuche, daß es Salze gibt, deren Jodverlust inner- 
halb 3 Monaten so unbedeutend ist, daß er praktisch nicht in Betracht fällt. 


Zur Bestimmung des Beststickstoffs im Blute. 


Von 
Josef Minich. 


(Aus dem physiologischen Institut der Königl. ungarischen P. Pázmány- 
Universität, Budapest.) 


(Eingegangen am 23. August 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Da bei der Bestimmung des Reststickstoffs die Fällung der Eiweiß- 
körper die Hauptrolle spielt, muß unsere Aufmerksamkeit auf die 
Wahl des Fällungsmittels gerichtet sein. Denn die Fällung kann im 
Eiweiß solche Veränderungen hervorrufen, die im Sinne einer Sprengung 
des Moleküls das Eiweiß beeinflussen. So z. B. bei der Hitzekoagulation. 
Andererseits kann das Fällungsmittel das Eiweiß lösen, das ebenfalls 
zur Vergrößerung des Reststickstoffs führen kann. So wirken z. B. die 
starken anorganischen Säuren. Eben darum wurden zur Befreiung 
von Eiweiß viele Substanzen empfohlen; man hielt bei jedem vor 
allem die klinische Brauchbarkeit und die einfache Ausführbarkeit 
vor Augen, obzwar es auch vom klinischen Standpunkt aus wichtig wäre, 
die Grenzen des Versuchsfehlers, welcher durch die Fällungsmittel 
hervorgerufen wird, zu bestimmen, um diesen Fehler immer berück- 
sichtigen zu können in dem Falle, wenn die mit einem sonst nicht 
entsprechenden Fällungsmittel ausgeführte Bestimmung irgend einen 
Vorteil hat, nämlich die Zeit- oder Stoffersparnis. 

Zur Bestimmung des Reststickstoffs werden meistens die so- 
genannten Mikroverfahren gebraucht. Ihre Vorteile bestehen in der 
kleinen Quantität des zu untersuchenden Stoffes und in der großen 
Zeitersparnis. Das Mikroverfahren erreicht die Genauigkeit der Makro- 
verfahren, aber es kann auch die Fehlerquellen vergrößern. 

Zur Entfernung des Eiweißes hat man verschiedene Fällungsmittel 
empfohlen. Bei vollständiger Fällung muß das Eiweißmolekül unver- 
ändert bleiben, und es wird jenes Fällungsmittel am meisten entsprechen, 
welches das Eiweißmolekül am wenigsten verändert, andererseits 
kommen bei den Änderungen des Reststickstoffs im Blute auch solche 
Stoffe in Betracht, die vielleicht teilweise an das Eiweiß gebunden 
sind, oder auch frei vorkommen, und auf deren molekulare Größe die 
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Eiweißfällungsmittel auch eine beeinflussende Wirkung ausüben. Hier 
kommen die fettartigen Stoffe in Betracht, deren Quantität zwar 
im Blute nicht groß ist, aber doch wegen der Empfindlichkeit der 
Methode als Fehlerquellen dienen können. 


Greenwald (1) knüpft die Brauchbarkeit des Eiweißfällungsmittels an 
drei Bedingungen: 1. es muß in Wasser löslich sein, 2. es darf das Eiweiß 
auch in Überfluß nicht lösen, 3. es soll das weitere Verfahren nicht stören. 

Von den in den klinischen Untersuchungen meist gebrauchten Fällungs- 
mitteln hat man sich besonders mit den folgenden befaßt: 

1. O. Folin und W. Denis (2) empfehlen Methylalkohol. Sie nehmen 
5 ccm Blut, welches sie mit Methylalkohol auf 50 cem verdünnen, dann 
nach 2stündigem Stehen durch trockenes Filterpapier filtrieren, zum Filtrat 
2 bis 3 Tropfen einer gesättigten alkoholischen Zinkchloridlösung geben 
und den entstehenden Niederschlag durch trockenes Filterpapier fıltrieren. 
Der Methylalkohol löst die Lipoide des Blutes, dagegen extrahiert er nicht 
vollkommen die Aminosäuren und das Kreatin. Die Quantität der Lipoiden 
könnte zwar nach Greenwald (1) nur eine Abweichung von 2 bis 4 mg ver- 
ursachen, der zweite Umstand jedoch verursacht um so größere Fehler. 
Greenwald hat nämlich im Rindsblut 26,2 mg Reststickstoff gefunden nach 
der Eiweißfällung mit Trichloressigsäure, mit Methylalkohol aber nur 
14,6 mg. 

2. O. Folin und W. Denis (3) empfehlen ebenfalls die Metaphosphor- 
säure. Sie geben in einen 50 ccm enthaltenden Meßkolben zu 20 ccm Wasser 
Beem Blut und dazu 3ccm 25proz. Metaphosphorsäure. Nach 1- bis 
24stündigem Stehen füllen sie den Meßkolben bis zur Marke auf und filtrieren 
die Flüssigkeit durch trockenes Filtrierpapier; die Bestimmung folgt mit 
der Kjeldahlschen Methode. Der Nachteil dieser Methode ist der, daß die 
wässerige Lösung der Metaphosphorsäure nicht beständig ist, da sie sich 
langsam in. o-Phosphorsäure verwandelt, die das Eiweiß nicht mehr fällt. 
Nach O. Folin und W. Denis (3) ist dieselbe, im Kühlen gehalten, 
3 Tage brauchbar. Darum empfehlen sie, daß man immer frisch angefertigte 
Lösung gebrauche (acidum phosphoricum glaciale HPO,). Nach Grigaut (4) 
fällt die Metaphosphorsäure die Phosphatiden nicht, während diese mit 
anderen Fällungsmitteln gefällt werden. Dies hatte er bei der Bestimmung 
des Stickstoffgehaltes von Kreatin und Kreatinin, der Harnsäure und der 
Aminosäuren festgestellt. 

3. A. Hahn und E. Kooth (5) empfehlen die Phosphorwolframsäure, 
die 4,5proz. Natriumwolframat und 3,7 cem 84proz. Phosphorsäure enthält. 
Zu 10 cem Blutserum geben sie 15 cem Wasser und 15 cem von dem Fällungs- 
mittel. Mit der Wasserstrahlpumpe saugen sie das Ammoniak in das 
Rezipientengefäß, und in Gegenwart von alizarinsulfosaurem Natrium und 
Methylenblau bestimmen sie das Ammoniak. 

4. Die Phosphormolybdänsäure benutzt I. Bang (6) in einer Mischung 
von 4 Proz. Phosphormolybdänsäure, 11, Proz. Schwefelsäure und 1, Proz. 
Natriumsulfat. Manche Phosphormolybdänsäure fällt das Eiweiß nicht, 
darum muß man das Filtrat immer auf Eiweiß untersuchen und möglichst 
chemisch reine Stoffe gebrauchen. B. Sjollema und C. W.G. Hetterschy (7) 
machten vergleichende Untersuchungen hinsichtlich der Brauchbarkeit 
der Eiweißfällungsmittel. Das Resultat ihrer Untersuchungen ist der Befund, 
daß die einzelnen Fällungsmittel nicht gleichwertig sind; den kleinsten 
Reststickstoffwert erhielten sie mit der nach Bangs Vorschrift verfertigten 
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Phosphormolybdänsäure, einen etwas größeren Wert mit Metaphosphor- 
säure und den höchsten mit Trichloressigsäure. Die Unterschiede waren in 
arteriösem Blut verschwindend klein, und die Abweichungen wurden ebenfalls 
kleiner bei vorheriger Dialyse. Aus ihren Untersuchungen, obzwar diese 
keine einstimmigen Resultate gaben, zogen sie doch die Schlußfolgerung, 
daß die Unterschiede von dem Polypeptid- und Aminosäureinhalt verursacht 
werden; die Phosphormolybdänsäure fällt nämlich aus den Eiweißspaltungs- 
produkten mehr aus als die Metaphosphorsäure. Wenn sie zum Metaphosphor- 
säurefiltrat Phosphormolybdänsäure gaben, entstand ein Niederschlag. 
Bei. ihren weiteren Untersuchungen erfuhren sie, daß die Quantität des 
Reststickstoffs im natriumoxalatigen Blute bedeutend kleinere Schwan- 
kungen zeigt, als die anderen Werte. So kamen sie zu der Schlußfolgerung, 
daß die Reststickstoffbezeichnungen nicht die Quantität des nicht in 
Eiweißbindung stehenden Stickstoffs bedeuten, sondern dieser Wert auch 
von dem gebrauchten Eiweißfällungsmittel abhängt. 

5. Greenwald (1) empfiehlt die Trichloressigsäure in 2,5proz. Lösung. 
Ihr großer Vorteil besteht darin, daß sie sich auch in wässeriger Lösung 
nicht verändert und in einer Konzentration von 22 Proz. kein Eiweiß löst. 
Sie beeinflußt auch das weitere Verfahren nicht. Mit Kaolin geschüttelt 
und nach halbstündigem Stehen kann sie klar filtriert werden. Die Methode 
der Fällung besteht darin, daß man 10 ccm Blut mit 2,5proz. Trichlor- 
essigsäure in einen Meßkolben von 100 eem bis zur Marke auffüllt. 

6. Fischer (8) gebrauchte das Uranacetat, indem er zu 10 ccm Blut- 
serum 30 ccm destilliertes Wasser und 10 ccm 1,6proz. Uranacetat zusetzt. 
Das Eiweiß wird sofort gefällt und ıst gleich filtrierbar. Als einen Vorteil 
dieser Methode hebt er vor, daß das Filtrat schon bei schwacher Erhitzung 
mit konzentrierter Schwefelsäure bald oxydiert. Er machte vergleichende 
Untersuchungen zwischen der Fällungswirkung des Uranacetats und des 
essigsauren Chlornatriums und kam zu dem Resultate, daß zwischen den 
zwei Methoden, innerhalb der Fehlergrenzen, beinahe kein Unterschied besteht. 

7. Unter den praktischen Eiweißbestimmungen muß noch die Fällung 
durch Kochen und durch Sulfosalicylsäure erwähnt werden. Obzwar man 
diese beiden Arten von Fällung bei Bestimmung vom Reststickstoff nicht 
gebraucht, kann doch die Frage gestellt werden, ob diese Methoden nicht 
zur Fällung des Eiweißes verwendet werden könnten. Auf diese Frage 
antwortet Ludwig Gozony (9). Der mit Hilfe des Kochens oder der Sulfo- 
salicylsäure gewonnene Eiweißniederschlag ist in Alkohol (wenn er etwa 
50 proz. Konzentration erreicht) löslich; die Auflösung können wir durch 
gelindes Erwärmen beschleunigen. Er bemerkt zwar, daß nur der frische 
Eiweißniederschlag sich auflöst, aber mit dauernder Erwärmung löst sich 
auch der nicht frische Eiweißniederschlag. Auf Grund dieser Erfahrungen 
ist es nicht empfehlenswert, die Kochen- und Sulfosalicylsäure-Fällungs- 
methoden bei Bestimmung von Reststickstoff zu gebrauchen. Bei den 
Bestimmungen des Reststickstoffs sind die mit Hilfe der oben genannten 
Fällungsmethoden gewonnenen Werte bedeutend größer als die mit anderen 
Fällungsflüssigkeiten erhaltenen (zwei- bis dreimal so hoch und noch größere 
Schwankungen). 


Meine Aufgabe war also, die Wirkung verschiedener Fällungs- 
mittel vergleichend zu untersuchen. Ich habe die durch die oben 
erwähnten und empfohlenen Eiweißfällungsmethoden gewonnenen 
Werte von Reststickstoff verglichen. 
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Zur Bestimmung des Reststickstoffs gebrauchte ich die Pregl- 
sche (10) Einrichtung. Das mit reiner Schwefelsäure zerstörte Unter- 
suchungsmaterial überdestillierte ich mittels Heißwasserdampf, das 
Ammoniak wurde in 70n Schwefelsäure aufgefangen, bei der Ti- 
trierung wurde als Indikator Methylrot angewendet. Abweichend von 
der Originalvorschrift habe ich den Indikator nicht in Natronlauge 
enthaltendem Wasser, sondern nach der Vorschrift von Palitsch (11) 
in 60proz. Alkohol gelöst. Bei solcher Einrichtung ist die geringe 
Abweichung von einem Tropfen schon erkennbar, was in Stickstoffwert 
einer Abweichung von 0,0l mg entspricht. Um die Wägungsfehler 
auszuschließen, vergrößerte ich die Menge des Ausgangsstoffes so, daB 
ich LO eem Blut in gewünschter Verdünnung aufarbeitete. Ich ver- 
anstaltete meine Untersuchungen mit den heute am meisten anerkannten 
Bluteiweißfällungsmitteln, mit der durch Greenwald empfohlenen Tri- 
chloressigsäure, mit Phosphormolybdänsäure, in schwefelsaurem Medium 
nach Bang, nach der Beschreibung Hahns und Kootz’ mit Phosphor- 
wolframsäure, nach Folin und Denis mit Metaphosphorsäure und 
endlich mit Uranacetat. Ich habe auch die Sulfosalicylsäure und die 
Kochfällung ausprobiert, aber, wie oben erwähnt, habe ich auf diese 
Weise zwei- bis dreifachen Stickstoffwert erhalten als mit anderen 
Fällungsmethoden. Darum gab ich auch die weiteren Untersuchungen 
auf. Diese Erfahrung rechtfertigen auch O. Folin und W. Denis (3). 
In ihrer Abhandlung bezeichnen sie die Eiweißfällung durch Erwärmen 
unbrauchbar, da nach %stündigem Erwärmen am Wasserbade der 
Reststickstoffwert sich auf das Zweifache des Normalwertes erhöht. 
Die Ursache der Steigerung des Reststickstoffwertes ist bei der Fällung 
durch Kochen in der Spaltung des Eiweißmoleküls, bei der Sulfo- 
salicylfällung in der Eiweißlösungsfähigkeit der Sulfosalicylsäure zu 
suchen. Die mit den besprochenen Eiweißfällungsmethoden gewonnenen 
Filtrate waren kristallrein, nur das mit Uranacetat erreichte Filtrat 
war zuerst nicht eiweißfrei und rein; nämlich bei der Einübung der 
Methodik hat die zuerst gebrauchte Uranacetatlösung das Eiweiß 
nicht in der vorgeschriebenen Konzentration gefällt, obzwar eine Ver- 
unreinigung nicht nachweisbar war. Ebenso verhielt sich auch die 
nachher gekaufte, aus ‚chemisch reinem‘ Uranacetat hergestellte 
Lösung. Ich bemerke hier, daß beide Uranacetate längere Zeit auf 
Lager waren. Aus dem zuletzt gekauften Uranacetat verfertigte Lösung 
entsprach schon gänzlich der Anforderung. Ich fand in der Literatur 
keine Erklärung darüber, was das eigenartige Verhalten des Uran- 
acetats verursacht hat. 

Die vergleichenden Untersuchungen habe ich mit von der Schlacht- 
anst- lt verschafftem Pferdeblute gemacht, die Gerinnung des Blutes 
habe ich mit Zufügung von Natriumoxalat verhindert. Nach meinen 
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vergleichenden Untersuchungen mit Pferdeblut habe ich auch zwei 
Bestimmungsserien mit Menschenblut ausgeführt, um zu beweisen, 
daß die Folgerungen auch auf Menschenblut gültig sind. Die in den 
Tabellen aufgezeichneten Werte sind die miteinander bis zu 0,01 mg 
übereinstimmenden Parallelbestimmungen. Die in den Tabellen ver- 
zeichneten Ziffern geben den Reststickstoffwert von 100 ccm Blut 
in Milligrammen an. 

















Tabelle I. 
TE ee ee Füllung mit 
Trichlo bl e e Phosphor» M bors 
are ae e aa (sgëge 
Pferdeblut. 
l. 20,20 26,08 19,85 15,69 | 39,22 
2. 20.53 18.28 Si 11.33 24.23 
3. 24.02 11,09 13,36 9,36 42,30 
(Füllen) 
4. 27,31 29,41 24,80 22,75 23,53 
5. 27,45 31,57 15,36 11,14 42,75 
6. 30,18 27,10 11,63 15,11 16,84 
(Füllen) 
7. 34,90 28,43 22,91 21,96 35,29 
8. 38,24 31,37 30,24 24,31 26,08 
9. 56,47 40,00 36,62 35,61 h 
| (Schwaches Tier) 
Menschenblut. 
1 | 25,10 21,96 24,71 27,92 | 31,84 
Vitium 54 J. 
2 31,96 26,27 29,65 34,20 49,92 
Glomerulos 
| nephritis 18 J. 


In der Tabelle I ist die Verschiedenheit der Reststickstoffwerte auf- 
fallend, die in demselben Blute bei Anwendung verschiedener Fällungs- 
mittel zu beobachten sind. Es wurde unzweifelhaft festgesetzt, daß die 
Fällungsmittel sich gegen die einzelnen Reststickstoffkomponenten ver- 
schieden verhalten. Die Ursache der Verschiedenheiten zu erforschen, 
gehört in den Rahmen dieser Arbeit. Die Tatsache, daß die Quantität der 
gebrauchten Fällungsmittel die Quantität des Reststickstoffes verändert, 
haben auch andere Autoren beobachtet: so findet R. Philipp (12), während 
er die Brauchbarkeit verschiedener Fällungsmittel untersuchte, daß die 
nach Phosphormolybdänsäure Fällung gewonnenen Werte niedriger sind, 
als die mit Uranacetat gewonnenen. Er beobachtete aber auch Ausnahmen 
von dieser Regel, wobei die beiden Werte beinahe gleich waren. B. Sjollema 
und C. W.G. Hetterschy (7) vergleichen die Trichloressigsäure-, Meta- 
phosphorsäure- und Phosphormolybdänsäure-Fällungsmethoden miteinander 
und finden den Reststickstoffwert am höchsten bei dem Gebrauch von 
Trichloressigsäure, den niedrigsten Wert bei Phosphormolybdänsäure. 
Aus ihren Angaben ist festzustellen, daß die Unterschiede nicht immer 
gleich groß sind: sie geben Werte an, bei welchen der Wert des Rest- 
stickstoffes nach Phosphormolybdänfällung die Hälfte des nach trichlor- 
essigssurer Fällung erhaltenen Wertes ausmacht; ein anderes Mal finden 
sie eine Abweichung von nur 0,0l mg. Den Grund der Abweichungen 
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müssen wir nicht in der Wirkung suchen, die das Fällungsmittel auf das 
Eiweiß ausübt, da ja die Bluteiweißquantität nur eine sehr geringe Ab- 
änderung erleidet, und so können wir das Verhältnis der Eiweißquantität 
und der Konzentration des Fällungsmittels als stabilnehmen. Wäre dagegen 
der Reststickstoffwert durch den aus Spaltung des Eiweißmoleküls her- 
rührenden Stickstoff vergrößert, so würde die so verursachte‘ Abweichung 
beständig bleiben. 

Dasselbe sehen wir in der angegebenen Tabelle, die mitgeteilten Werte 
zeigen keine Regelmäßigkeit. Zwischen die nach der metaphosphorsauren 
und phosphormolybdänsauren Fällung erhaltenen Werte fallen in abwechs- 
lungsreicher Reihenfolge die übrigen Zahlen, in kleineren oder größeren 
Abweichungen voneinander. Den Mittelwert nimmt die durch amerikanische 
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Autoren so sehr gelobte Trichloressigsäure an. Die auf Grund der vergleichen- 
den Untersuchungen von M. Richter Quittner und H. Hoenlinger (13) 
erhaltenen Stickstoffwerte entsprechen total den mit Ultrafiltration ge- 
wonnenen Werten. Die letztere Enteiweißungsmethode kann geradezu 
ideal genannt werden, da sie den kolloidchemischen Zustand des Eiweiß- 
moleküls unverändert läßt. Wenn diese Werte mit dem Fällungswerte der 
Trichloressigsäure übereinstimmen, so können wir gewiß die letztere als 
Standardmethode betrachten. In der unten stehenden Tabelle habe ich 
eben darum auf den trichloressigsauren Wert als auf eine Standardmethode 
bezügliche Abweichungen ersichtlich gemacht. 


Tabelle II. 


Eine unerläßliche Bedingung der Bestimmung des Reststickstoffs ist 
es, daß das Blut in seiner Gerinnung verhindert werde. Ich hielt es auch 
für notwendig, auf die Wirkung der die Blutgerinnung hammenden Salze näher 
einzugehen. Bei diesen Untersuchungen bin ich so vorgegangen, daß ich 
von demselben Tier in mehreren Gefäßen Blut aufgefangen habe, das eine 
hatte ich defibriniert, zum zweiten gab ich Natriumoxalat und zu dem dritten 
Natriumcitrat und in dem auf solche Weise flüssig gehaltenen Blute habe 
ich die Reststickstoffquantität mittels Trichloressigsäure und Phosphor- 
molybdänsäurefällung bestimmt. 
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Tabelle III. 


| i Fällung mit Trichloressigsäure Fällung mit Pbosphormolybdansäure 





| Zur vorherigen Behandlung des Blutes wurde verwendet: 








| See: 
| Na-Oxalat Na-Citrat Defibr. Na-Oxalat ! Na-Citrat Defibr. 








| ER er = Ne 
_ Hundeblut. 
l. 19,15 | 22,57 ' 23,32 20,67 25,03 ! 26.74 
2, 24,30 | 25,98 i 27,45 | 25,72 28,24 29,17 
3. 25.25 27,05 28,71 | 25,74 27,94 : 2904 
4. 325. 30,06 ; 28,71 a S o a 
Schafblut. 
1. || 4478 | 3699 | 52,36 47,61 55,96 51,41 
2, | 2736 | 2628 | 2484 | 28,45 23.04 26.64 
3. 28.45 : 1836 , 2574 „25,74 20,34 24,12 
4. : 30,78 31,14 | 31,50 | 2826 | (53.28) (66,60) 
5. | 3870 | —  !: 4158 | (7974) ` — (192,62) 
Schweineblut. 
l. 25,31 ' 29,02 33,38 | 25,79 | 27,69 29,02 
2. 2579 ` 29,59 | 33,19 28.72 | 29,78 33,38 
3. | 27.88 29,59 33,19 | 25.22 27,83 29,78 
4. || 25,64 SS 33,93 3141 0 — | 46,26 
Rindsblut. 
l. 25,74 27,54 27,90 ` 26,46 25,74 | 26,10 
2.: 23,40 24.84 26,65 2232 — 23,40 | 21,24 
3. 25,20 26,64 32,04 — 28,04 2574 | 28,44 
4. | 19,80 — , 2358 | 23,58 | — 28,54 
5. 4050 | — žá | — | 3960 = ia 
Pferdeblut. 
L. 40,32 4122 42,30 | 45,90 42,66 45,00 
2. , 39,60 39,06 42,66 36,36 38,70 34,20 
3. 43,36 41,56 37,98 39,88 32,58 38,70 
4. | Sé Së 38,34 1 — — 36,36 
5. Sa: 3 1 84 | — — 36,60 


Bei den Werten, die sich in Klammern befinden, wurde das Eiweiß 
durch die Phosphormolybdänsäure nicht gänzlich gefällt. 


Da der zur Fällung gebrauchte Stoff derselbe blieb, so sind die beob- 
achteten Abweichungen bei den einzelnen Versuchen bloß mit den zur Ver- 
meidung der Gerinnung angewandten Mitteln im Zusammenhange. Hunde- 
blut hat, mit Trichloressigsäure gefällt, in jedem Falle einen kleineren Rest- 
stickstoffwert gegeben, als nach Fällung mit Phosphormolybdänsäure, 
obwohl nach den Untersuchungen von Sjollzma und Hetterschy (7) gerade 
das Gegenteil zu erwarten wäre. Andererseits ist der Reststickstoff des 
Natriumoxalatblutes immer kleiner als der des defibrinierten Blutcs. Der 
Stickstoffwert des Natriumeitratblutes zeigt abweichendes Verhalten. Das 
Verhalten des defibrinierten Blutes könnte man darauf zurückführen, daß 
das Fibrin während der Ausscheidung Wasser bindet und so das Blut 
dichter wird, aber dem folgt noch nicht notwendigerweise das Zunehmen 
des Reststickstoffs, da die in Betracht kommenden, in Wasser gut löslichen 
Stoffe von dem entstehenden Gel gebunden werden können. So müßten 
wir im Gegenteil kleinere Werte bokommen; jedoch ist der Reststickstoff- 
wert immer im defibrinierten Blute am größten bei Anwendung jedweder 
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Fällungsmethode. Wir können auch daran denken, daß bei dem Umrühren 
aus den zerfallenden Zellen Fermente frei werden, die dort eine proteo- 
lytische Wirkung ausüben. Dagegen spricht aber scheinbar der Umstand, 
daß das Hundeblut — welches ich sofort nach der Blutentnahme aufarbeitete 
— auch eine ausgesprochene Erhöhung des Reststickstoffwertes zeigt 
nach der Defibrinierung ; hingegen gab das Pferdeblut, das von der Schlacht- 
anstalt gebracht wurde und so längere Zeit stand, gerade im Gegenteil 
kleinere Werte. Es kann demnach eine Fermentwirkung nicht in Betracht 
gezogen werden, es ist eher an die allgemeinen, von der Rasse und dem 
Ernährungszustande abhängigen Unterschiede des Blutes zu denken, um so 
mehr, da doch gewöhnlich nicht in voller Kraft stehende Pferde geschlachtet 
werden. 


Zusammenfassung. 


Ich gebrauchte bei meinen Untersuchungen zur Bestimmung des 
Reststickstoffs im Blute die Preglsche Einrichtung. Die Eiweiß- 
bestandteille des Blutes habe ich mit Hilfe verschiedener Fällungs- 
methoden entfernt. Ich habe die Wirkung der Trichloressigsäure, 
Phosphormolybdänsäure, des Uranacetats, der Phosphorwolframsäure 
und Metaphosphorsäure untersucht. Ein gesetzmäßiger Zusammenhang 
zwischen der Quantität des Fällungsmittels und den Schwankungen 
des Reststickstoffs konnte nicht festgestellt werden. Die größten 
Unterschiede zeigt die Metaphosphorsäure, die beständigsten Werte 
und die kleinste Schwankungsbreite ergeben sich bei der Anwendung 
der Trichloressigsäure. Die übrigen Fällungsmittel stehen hinsichtlich 
ihrer Fällungswerte zwischen diesen beiden. Es scheint, daß bei den 
Schwankungen des Reststickstoffwertes nicht nur die Natur des Fällungs- 
mittels, sondern auch die eigene Zusammensetzung des Blutes in Be- 
tracht gezogen werden muß. 
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Beiträge zur Kenntnis der Amylase in Pflanzen. IIl. 


Von 
Knut Sjöberg. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Eingegangen am 26. August 1923.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung!) habe ich die Amylasewirkung 
einer Reihe Gewächse besprochen. Die Größe der Amylasewirkung 
während verschiedener Entwicklungsstadien der Knospen und Blätter 
war untersucht worden. In der Untersuchung kamen hauptsächlich 
Blätter von Bäumen, die viel Stärke abspeicheln, zur Anwendung. 
Eine Ausnahme machten die Nadelbäume, welche nach Stälfeldi?) nur 
wenig Stärke bilden, sondern ihren Überschuß von Kohlehydraten in 
eine glucosidähnliche Verbindung überführen. Die Größe der Amylase- 
wirkung in Schößlingen von diesen Bäumen unterscheidet sich auch 
von derjenigen in anderen untersuchten Gewächsen. In den erst- 
genannten ist die Amylasewirkung so klein, daß sie nicht nachzuweisen 
ist, wird aber in älteren Zweigen größer. 

Um eventuell einen hiermit analogen Fall zu finden, ist in dieser 
Untersuchung die Amylasebildung in einem anderen, ziemlich stärke- 
freien Gewächs bestimmt worden. Hierzu wurde Tulipa gewählt. 

Bei der Bestimmung der Amylasewirkung wurde ganz ähnlich, 
wie in voriger Mitteilung beschrieben ist, verfahren. Folgende Mengen 
wurden genommen: 


2proz. Stärkelösung . . . x ..... 25 ccm 
5proz. Phosphatlösung, pa = 5,5 . . . 10 „ 
Enzympräparat und Wasser . . . bis 50 ,, 


Hiervon wurden für die Zuckerbestimmung nach Bertrand 5 ccm 
genommen. Temperatur 40°C. In den Tabellen sind die Werte von 
Sf’) angegeben. Die Zeit ist jedoch in Stunden berechnet. In Beilagen 
nach dem Text sind die Werte der Reaktionskonstanten zu finden. 


1) Sjöberg, diese Zeitschr. 188, 218, 1922. 
2) Stalfeldt, Meddel. f. Statens Skogsförsöksanstalt 18, 242, 1921. 
3) Euler u. Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 110, 99, 1920. 
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Die Tulpen wurden teils im Dunkel, teils im Lichte kultiviert. 
Im ersten Falle lagern sie keine Stärke an, im zweiten Falle konnten 
durch die Sachssche Jodprobe, stets aber nur in sehr kleinen Mengen, 
Stärkekörner beobachtet werden. In den Tabellen I und II ist außer 
dem Werte von Sf auch die Größe der Blätter angegeben, um einen 









































Tabelle I. 
Lichtpflanzen EE l bis 22). 

Größe der 1. Blatt 2. Blatt | 3. Blatt | Blüte 
BEER || ne u E ee ee, ës, Je 
flanze | Größe |! sf Größe Sr | ai ep ` Goin sf 

cm j cm bs p cm a em | um 

50 + Sf — 0,215 > 
5,5 "e - — ER Sj — 0,056 oo c o o 
85 | 8 0,138 — | — 4 0,386 2 0,551 
9,0 6 0034 — = 45 005 2 0,136 
10 9 0,075 — — 5 0,131 — — 
10 10 0,036 8 0,030 7 0,040, 3 0,102 
11 — — 10 0,022 u — — | 3 ' 0,025 
14 13 0,036 11 0,0499 8 0,096 — 3,5 0,121 
>18 15 | 0,017 5 oO — — — | — = 
Tabelle II. 
Dunkelpflanzen (Beilagen 23 bis 38) 

G rößeder| 1. Blatt | Blüte 
zen ee Zr are u 

ze Größe, 

m m. 7 Zeg 
u | 10 |oo21) — ba Se 0,040 
l4 — — | 12 , 0,077 0.094 
15 12 0041 — Kee ie, A, , — 3,5 ' 0,043 
16 — — 8 '0060 55 0047| 11 0,017 3, D o 016 
18 12 |0072 — — 7,5 . 0,085: 11 0047, — — 


Begriff über die Variation der Amylasemenge mit dem Entwicklungs- 
stadium zu liefern. Auch hier findet man, daß die Enzymmenge sehr 
variiert, und daß sie in den jungen Pflanzenteilen größer ist als in den 
älteren. Natürlich sind nicht einige Ausnahmen ausgeschlossen, denn 
wenn man mit lebendem Material zu tun hat, können leicht einzelne 
Individuen sich von den meisten scheiden. Auch in den Kelchblättern, 
in denen keine Stärke zu finden ist, gibt es ziemlich große Amylase- 
wirkung. Wenn man die Licht- und Dunkelpflanzen miteinander 
vergleicht, ist keine größere Verschiedenheit der Enzymwirkung zu 
finden. Die Amylasebildung scheint also unabhängig von den Licht- 
verhältnissen dieselbe Größenordnung zu erreichen. 

Da also diese im großen stärkefreien Gewächse doch eine deutliche 
Amylasewirkung aufweisen, wurde auch ein anderer stärkearmer 
Gewächsteil untersucht, nämlich die Wurzel von Pisum sativum. In 
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der vorher erwähnten Mitteilung habe ich einige Phaseolusarten unter- 
sucht, und zwar auch die Wurzeln. Dabei wurde gefunden, daß die 
Wurzeln sehr kleiner Pflanzen kleine Amylasewirkung aufzeigten, 
diejenigen älterer Pflanzen dagegen keine. Es schien doch nicht un- 
berechtigt, dies Verhältnis auch bei einer anderen Pflanze zu unter- 
suchen. Hier unten sind die Ergebnisse mit Pisum sativum angegeben. 
Nicht nur die Wurzeln, sondern im Vergleich auch die anderen Pflanzen- 
teile wurden untersucht. 








Tabelle III. 
u 2 E sr | Beilagen 

5 Pflanzen 7— 8cm lang 
Knospen... ..... 0,83 39 
Stile . . ...2... 1,11 40 
Kotyledonen `, . .. . 0,048 Al 
Wurzeln . ...... i 0,19 | 42 

2 Pflanzen 12cm lang 
Knospen und Stiele.. . 1,69 ! 43 
Wurzeln ....... ( 0,22 | 44 


Diese beiden Versuche zeigen, daß in so kleinen Pflanzen auch in 
den Wurzeln Amylase zu finden ist. Die Größe der Amylasewirkung 
ist indessen in den unterirdischen Teilen viel kleiner als in den Teilen 
über der Erde. 

Der Umstand, daß die Amylasewirkung in keimenden Samen 
und in den zarten Pflanzenteilen, wo eine große Zellbildung stattfindet, 
am größten ist, könnte vielleicht dahin deuten, daß die Amylase hier 
auch eine synthetisierende Aufgabe hat. In diesen Entwicklungs- 
perioden gibt es indessen nur sehr wenig neugebildete Stärke, welches 
einer solchen Annahme widerspricht, wenn man nicht annimmt, daß 
das Enzym eine andere Substanz aufbaut, als es hydrolysiert. Bei 
den Pflanzen werden während der ersten Entwicklungsstufen haupt- 
sächlich die Zellwände angelagert, und diese sind aus Cellobiose ge- 
bildet. Was eine fermentative Synthese der Kohlehydrate betrifft, 
so ist es freilich noch nicht gelungen, Stärke aus ihren Spaltungs- 
produkten mittels Amylase zurückzubilden. Dagegen hat man Di- 
saccharide durch enzymatische Synthese gewonnen. So haben Bour- 
quelot und seine Mitarbeiter Gentiobiose!), Cellobiose?) und Galakto- 
biosen®) synthetisiert. 

In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, daß auch die Bildung 
anderer Enzyme während der Keimung der Samen in derselben Weise 


1) Bourquelot u. Bridel, C. r. 165, 728, 1917 und 168, 253, 1919. 
2) Dieselben, C. r. 168, 1016, 1919. 
*) Bourquelot u. Aubry, C. r. 164, 443 und 521, 1917. 
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wie die Bildung der Amylase fortschreitet. Bach und Oparin!) haben 
die Fermentbildung bei der Keimung von Weizen- und Sonnenblumen- 
samen verfolgt. Die untersuchten Enzyme sind Katalase, Peroxydase, 
Oxygenase, Diastase und Proteasen. Der Fermentgehalt passiert 
während der Keimung ein Maximum, das für die Katalase des Weizens 
am dritten bis vierten Tage, bei den übrigen Fermenten am sechsten 
bis achten Tage der Keimung liegt. Das große Ansteigen der Enzym- 
wirkung in dieser Entwicklungsstufe scheint also eine allgemeine Er- 
scheinung zu sein. 


Berichtigung. 


In der ersten Mitteilung, „Beiträge zur Kenntnis der Amylase 
in Pflanzen‘, diese Zeitschr. 133, 218, 1922, steht auf S. 234, Tabelle VII, 
dritte Kolumne, „Endosperme“, soll sein „Embryo“. 





















































Beilagen. 
A Präparat | E | E k Sf 3 Präparat | E SÉ ik y Sr 
jā = | all. _ 
Versuchsreihe 1. ; 
Tulipa, Lichtpflanzen. 9 0,500 g a 20 | 19,8 0,010 0,075 
I 0,245g. 10 3043 0,024 0215| TLumgen ZE 
Trockengew. 26 40,4 0,024 Se e e 
22,8 Proz. | 00 | 0,012 
2 0 ‚500 g. 24 |26,1; 0,012 0,056 10 0,072 g. 20 6,7 0,0029 0,131 
"Trockengew. 47 43, SI 0.017 ‚ Troekengew. 45 ` 16,6 0,0036 
27,5. | 0,015: 180. 69 23,0:0,0036 
| | i | 0,0034 
3 0,3008. j 0011 o, 138 | Be ' 
‚ Trockengew. |67 |491 11 0,600 g. 23 | 16,6 ,0,0071/0,036 
16,9. COD , Trockengew. 46 30,2:0,0080 
z | 1 1,8. ji 0,0076 
4: 0,0885 g. 18,5 18,9| 0,010 ZE ! | 
Trockengew. ;67 47,7 0,015 12, 2, 0,200 g. 20  4,4:0,0019:0,030 
19,0. | | 0,013 | "Trockengew. Ap 12,5:0,0026 
5 0,080 g. 18,5 24,8! ons 0,551| ` 194 69 16,6/0,0024 
Trockengew. ler |537| — | 0,0023 
Bi 0,015 13 0,200 g. 23 8,0 0,0031 0.040 
6' 0,678 g. 22 :33,5| 0,020 0,034|  Trockengew. 46 :14,4'0,0030 
Trockengew. 47 |46, 0/0 019 19,3. 71 21,6 0 ‚0032 
42,8. l 0,020 0,0031 
7 10,510 g. 122 0,010 .0,045 | 14, 0,2008. 24 23,9 0,0109 0,102 
| Trockengew. A7 34,9! 0,010 _ Trockengew. 44 37,5 0,0122 
21,7. 0,010 28,4. | 0,0116 
8 0,304 8. 24 33,5| 0,018 .0,136|15 0,500 g. 23 10,7 0,0043'0,022 
Trockengew. KM 143,5 0.017 Trockengew. 47 18, d A 0041 
21,8. l | i 0,018 | 18,8. | 0,0042 
1) Bach u. Oparin. diese Zeitschr. 184, 183, 1922. — ?) a — 52,8. 
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e a | 5 8 
5 Präparat E z2 k Sf 5 | Praparat E Es k NG 
Žž = | i SS 
16 0,300 g. 23 5 0,0029 0.025 |29 0,300 g. 45 26.1 0.0066. 0.081 
. Trockengew. 95 23 ` 0,0026 Trockengew. 70 38,1 0.0079 
18,9. 0,0028 14,7. 0.0073 
170,700 8. 48 30,7 0,0079 0.036 |30 0,300 g. 21 7,1 0,0030 0.025 
Trockengew. 72 38,5 0,0079 [rockengew. 45 11,6 0,0026 
15,7. 0,0079 17,0. 70 16,6 0.0023 
18 0,600 g. 48 32,8 0,0088 0,049 0,0026 
Trockengew. 72 40,8 0,0089 31 0,350 g. 22 ` 13,6 0,0059 0.3 
15,1. 0,0089 Trockengew. 45 19,8:0,0045 
19 0,200 g. 48 30,7 10,0079 0,096 16,0. 70 25.3 0.0040 
Trockengew. 72 38,5 0,0079 0,0048 
20,6. 0.0079 32 0,500g. 23 |23,5 0,011 0,060 
f Trockengew. 47 '39,5 0,013 
20 0,160g. 48 35,5 0,010 0,121 19,9. 70 5l4 — 
Trockengew. 72 45,5 0,012 0.012 
28,4. 0,011 
33 0,235 g. 23 '12,1:0,0049 0.047 
21 0,700. 24,5 6,2:0,0022 0,017 Trockengew. 47 23, d 0.0056 
Trockengew. 49 13,0 0.0025 25,5. 70 |33.9 0,0064 
10,5. ‘0,0024 0,0056 
22 0,6008. 23 6,2 0,0023 0,014 |34 0,600 g. 23 10,7 0,0043 0.017 
Trockengew 71 17,1 0,0024 Trockengew. 47 ` 18.0 0.0038 
13,3. 95 21.2:0,0023 19,1. 70 24,4 0.0038 
= | 10,0023 0, 0040 
35 0.700 g. 23 :12,5i0.0051 0.016 
Versuchsreihe 2. Trockengew. 47 194 0,0042 
Tulipa, Dunkelpflanzen. 20,6. 70 27,0 0,0044 
23 0,406 g. 20 10,8 0,005) 0.021 | 6 0046 
Trockengew. 46 26.1 0,0064 36 0.6008. 19,5, 16,6'0,0084 0.072 
32,9. 0,0057 Trockengew. 46 32, 5 0.0090 
24 0,241g 20 5,3 0,0023'0,017 Be 0.0087 
Trockengew. 46 8 ‚0 0,0015 37 0,212 g. 19,5. 9,8 0,0045'0.085 
21,9. 69 11,6 0,0016 rocken a 242,0 he 
0,0018 13,6. | 0,0049 
25 0,154 g. 20 6,6 0,0029 0,040 |38 0.370 g. 19,5 7,1 
‚, Troekengew. 47 13,9 0,0028 Trockengew. 46 15, 3 0.0032 
` 18,2. 70 16,2 0,0023 9,20. 0,0032 
| 0,0 | 
vel Versuchsreihe 3. 
26 0,600 8. 22,5 24,8 0.012 0,077 Pisum sativuin: 
u Eee 0 48,2 0.015 39 0,0508. 2 3,50,015 0.83 
E 0,014 Trockengew. | 7 980,013 
27 0,280 g. 22.5 14,8 0,0063 0,103 20,6. here 
'Trockengew. 70 29, 3 0.0050 0,017 ` 
9,91. 0,0057 40 0,500g. | 2 203 0105 Uu 
28 0,280 g. 22 20.7,0,010 0,094 Trockengew. 3 25. 70,091 
Trockengew. 46 43,5‘ 0011 8,45. 7 39,5 0,085 
, 20,9. 001 10008 
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(eg g | 8 el | 
zZ Präparat ` g " ok o Sf Z Präparat | E E © k o f 
EE ` | a, 
SE | 
41 0,5008. 7,5.11,6 ouu ook 43 [0,480 g. 7,5/21,2i 0,11 ` 1,69 
. Trockengew. 22, 5 29, AJ 0,016 Trockengew. 23 ‚40,8: 0,16 
31,2. | 0,015, 8,61. 48 53,7: a 
| | | 0,14 
42 | 0,200 g. 2,5. 4,4) 0,015 0,191 | 
' Trockengew. | 7,5! 8,5| 0.010 44 0,255 g. 7,5,13,9: 0,016 | 0,22 
17,0. 22,5 28, 8| d ‚015 ı Trockengew. 23 34 4 0,020 
0,013 | 16,0. 48 E 7 Ke 
| | | ; 0,018 





Eine neue titrimetrische Bestimmungsmethode der Ameisensäure. 


(Notiz zur gleichnamigen Arbeit von Utkin-Ljubowzoff 
in Bd. 138, S. 205 dieser Zeitschrift.) 


Von 


Otto Riesser. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Greifswald.) 


(Eingegangen am 27. August 1923.) 


Unter obigem Titel veröffentlicht Utkin-Ljubowzoff ein Verfahren, 
um das bei der Ameisensäurebestimmung nach Skala durch Reduktion 
des Sublimats erhaltene Kalomel titrimetrisch, und zwar auf jodo- 
metrischem Wege, zu bestimmen. Es ist dem Verfasser entgangen, 
daß dieses Verfahren schon vor 7 Jahren von mir ausführlich be- 
schrieben und begründet worden ist!). Ich führe das Versehen des 
russischen Autors darauf zurück, daß in Rußland die deutsche Literatur, 
insbesondere der Kriegsjahre, wohl auch heute noch nicht vollständig 
verfügbar ist. Die Methode ist übrigens auch nach dem Kriege, und 
zwar im Jahre 1920, von W. Stepp?) mit bestem Erfolg angewandt 
worden. 

Zur Technik des Verfahrens bemerke ich noch folgendes. Im 
allgemeinen ist es nicht nötig, den Kalomelniederschlag abzufiltrieren, 
man kann ihn vielmehr in der von mir angegebenen Weise direkt im 
Reduktionsgemisch mit Jod und Jodkali behandeln. Weiterhin mache 
ich darauf aufmerksam, daß die Reaktion auch bei neutraler Reaktion 
glatt verläuft, so daß sich der von mir zuerst empfohlene Zusatz von 
HO erübrigt. Hierauf hat schon W. Stepp (a. a. O.) auf Grund einer 
mündlichen Mitteilung von mir hingewiesen. Es ist sogar besser, die 
Salzsäure zu vermeiden. In der Tat besteht bei einem Überschuß 
von KJ, d. h. wenn mehr angewandt wird, als zur Lösung des zuerst 
gebildeten HgJ, zum Doppelsalz gerade erforderlich ist, die Gefahr, 
daß sich aus KJ und der starken Säure selbst bei reinsten Reagenzien 
ein wenig freies Jod bildet, das die Ergebnisse des empfindlichen 


1) O. Riesser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 355, 1916. 
2) W. Stepp und H. Zumbusch, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 184, 112, 19%. 
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Verfahrens verderben kann. Diese Gefahr wird durch Weglassen der 
Salzsäure ganz vermieden. 

Ich benutze gern die Gelegenheit, um auf die Vorteile der sehr 
bequemen und exakten Methode erneut hinzuweisen, zumal ich erst 
kürzlich in einer amerikanischen Arbeit das Bedauern darüber aus- 
gesprochen fand, daß es noch kein Verfahren zur titrimetrischen Be- 
stimmung des Kalomels gebe. Die langjährige Unterbrechung der 
internationalen wissenschaftlichen Beziehungen macht sich auch in 
solchen kleineren Fragen, wie in größeren, immer wieder geltend und 
läßt die Mahnung berechtigt erscheinen, daß überall, auch bei uns 
in Deutschland!, das Studium der ausländischen Literatur wieder 
. gründlicher betrieben werde. 





Glycerophosphatase in menschlichen Organen. 


Von 
Elemér Forrai. 


(Aus dem Königl. ungarischen pflanzenbiochemischen Institute Budapest 
und aus dem chemischen Institute der Universität Szeged.) 


(Eingegangen am 28. August 1923.) 


Unter den Phosphorsäureester spaltenden Enzymen in mensch- 
lichen Organen spielt die Glycerophosphatase eine recht interessante 
Rolle. Die Frage bietet, von verschiedenen Gesichtspunkten aus be- 
trachtet, Interesse. Es ist fraglich, ob die menschlichen Organe, die 
Glycerophosphatase enthalten, in bezug auf dieselbe ein ständiges 
quantitatives Verhalten zeigen, und ob und eventuell wie sich ihr 
Spaltungsvermögen unter pathologischen Verhältnissen ändert. Die 
letzte Frage war eigentlich der Ausgangspunkt der nachstehenden 
Untersuchungen; es zeigte sich jedoch bald, daß die spaltenden Gewebe 
auch sonstige gemeinsame Eigenschaften aufweisen, und so rückte 
nun die Frage in den Vordergrund, ob nicht durch morphologische 
Eigenschaften und Genese eine Gruppe der Organe auch im enzy- 
mologischen Charakter abgegrenzt ist. Das waren die unmittelbaren 
Fragen neben jenen, die bei Enzymuntersuchungen stets auftauchen, 
und welche die optimalen Bedingungen und Spezifizität der zu unter- 
suchenden Enzymwirkungen betreffen. Im folgenden versuche ich, 
auf Grund eines Teiles meiner Untersuchungen nur einzelne Fragen 
der ersten Gruppe zu beantworten — indem ich es mir vorbehalte, 
auf die zweite Gruppe dann näher einzugehen, wenn die Frage der 
Spezifizität auf Grund noch unveröffentlichter Untersuchungen an 
verschiedenen Phosphorsäureestern behandelt werden kann. 

Was die pflanzliche Glycerophosphatase betrifft, wurde dieselbe 
zuerst von Neuberg und Karczag!) in Saccharomyceten gefunden; die 
Genannten waren überhaupt die ersten, die eine enzymatische Spaltung 
dieses Esters beobachtet haben. Falk und Sigiura?) beobachteten 


1) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 86, 60, 1911. 
2) Chem. Centralbl. 1915, I, 1271. 
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später ein solches Agens in dem Enzymgemisch der Ricinuslipase; 
die allgemeine Verbreitung der Glycerophosphatase in den Samen- 
organismen wurde dann von Nemec!) konstatiert. 


Die animalische Glycerophosphatase wurde von Grosser und 
Hussler?) in tierischen und menschlichen Organen nachgewiesen. Ge- 
nannte Forscher befaßten sich mit der Frage auf Grund der Befunde 
Hasebroeks®), der im Kloakenschlamm kein Ferment nachweisen konnte, 
welches das Spaltprodukt von Lecithin — die Glycerinphosphorsäure — 
zerlegte; daraus schloß er, daß dieser Ester durch Fermente nicht 
spaltbar wäre. Grosser und Hussler zeigten, daß der Glycerinphosphor- 
säureester von den tierischen sowie schwächer von den menschlichen 
Organen enzymatisch gespalten wird; sie zeigten auch, daß nicht. 
nur die optisch inaktive, sondern auch die natürliche Glycerinphosphor- 
säure des Lecithins von den wirksamen Organen in gleicher Weise 
abgebaut wird. (Grosser und Hussler fanden insbesondere die Niere 
und das Darmepithel wirksam und erklärten daher die Tatsache, daß 
oral oder subkutan einverleibte Glycerinphosphorsäure im Harn als 
anorganische Phosphorsäure erscheint, indem die oral eingeführte 
Glycerinphosphorsäure schon im Darme gespalten und dann vom 
Organismus wieder gepaart und schließlich, ebenso wie die subkutan 
eingeführte, von den Nierenzellen zerlegt wird. Dieselben Forscher 
zeigten auch, daß die Glycerophosphatase mit keinem der bekannten 
Fermente identisch ist. Was die Spezifizität der in den menschlichen 
Organen auffindbaren Glycerophosphatase anbelangt, geht dieselbe 
nach meinen — noch unveröffentlichten — Untersuchungen so weit, 
daß andere Phosphorsäureester von diesem Fermente absolut nicht 
gespalten werden. Die Anwesenheit der Glycerophosphatase im Me- 
conium wurde von Schmidt?) gezeigt. 

Meine Untersuchungen erstreckten sich hauptsächlich auf Leichen- 
organe, die ich in möglichst frischem Zustande von dem zweiten patho- 
logisch-anatomischen Institut der Universität durch die liebenswürtlige 
Gefälligkeit des Herrn Prof. E. Krompecher erhielt. Die Organe wurden 
von dem dieselben umgebenden Bindegewebe möglichst befreit, fein 
zerhackt und durch ein Sieb passiert [ Wiechowski®)], sie wurden jedoch — 
da mir kein Lufttrockenapparat zur Verfügung stand — auf große 
Glasplatten dünn aufgestrichen und über einer elektrisch heizbaren 
Platte vorsichtig — so, daß die Temperatur nicht 40° C überschritt — 
getrocknet, was ungefähr 4 bis 5 Stunden in Anspruch nahm. Die 


1) A. Nemec, diese Zeitschr. 98, 94, 1919. 

2) P. Grosser und J. Hussler, ebendaselbst 89, 1, 1912. 

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 12; zitiert nach Grosser und Hussler. 
4) R. Schmidt, diese Zeitschr. 68, 267, 1914. 

5) A. Wiechowski im Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 8, 282, 1909. 
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derart getrockneten Organe wurden von der Glasplatte abgekratzt 
und im Mörser zu feinem Pulver zerrieben. Bei parenchymatösen 
Organen ging das glatt, bei Organen, die viel kollagenes Material ent- 
hielten, dauerte das Trocknen etwas länger. Die so erhaltenen Organ- 
pulver hielten sich an dunklem Orte in gut verschlossenen Gläsern 
monatelang, ohne daß ihr Spaltungsvermögen eine quantitative Ver- 
änderung gezeigt hätte. 


Die Methodik der Bestimmungen war die folgende: 


a) Von den Organpulvern wurden 0,5 g abgewogen und mit 100 ccm einer 
la proz. Natriumglycerophosphatlösung und 2cem Toluol in verkorkten 
Erlenmeyerschen Kolben bei 37°C auf 48 Stunden in den Thermostat. 
gestellt. Es wurden stets unter denselben Umständen gleichzeitig zwei 
Proben angestellt. 


b) Zur selben Zeit wurden auch zwei andere Proben so eingestellt., 
daß 0,5g Organpulver mit 50 ccm destilliertem Wasser bis zum Sieden 
des Wassers aufgekocht wurden, nachher im kalibrierten Kolben das fehlende 
Wasser auf 50 ccm ergänzt und 50 ccm einer lproz. Na-Glycerophosphat- 
lösung und 2 ccm Toluol dazugegeben, verkorkt und ebenfalls auf 4 Stunden 
in den Thermostat gestellt. Diese aufgekochten Proben dienten dazu, um 
zu beweisen, daß die eventuelle Spaltung bei den unter a) eingestellten 
Proben enzymatischer Natur war. 


c) In zwei Kolben wurden je 0,5 g Organpulver, 100 ccm destilliertes 
Wasser und 2 cem Toluol in den Thermostat gestellt, um die Menge der 
eventuell durch Autolyse freiwerdenden Phosphate zu kennen, um dieselben 
von den Resultaten der Versuche a) zu subtrahieren. Zwischen den Proben b) 
und c) zeigte sich kein merklicher Unterschied. 


Zu den Untersuchungen wurde Mercks optisch-inaktives Natrium 
glycerophosphoricum benutzt. Neuberg und Karczag!) fanden nach 
48 Stunden fast gar keine Spaltung der im Thermostaten gehaltenen 1 proz. 
Glycerinphosphorsäurelösung. Nemec*) beobachtete, daß eine lproz. 
Na-Glycerophosphatlösung während 48 Stunden im Thermostaten bei 25°C 
durch Einwirkung der ammoniakalischen Magnesiamixtur eine geringe 
Menge Ammoniummagnesiumphosphat abscheidet. 100 ccm lproz. Lösung 
ergaben 0,0023 g Magnesiumpyrophosphat. Bei meinen Kontrollversuchen 
war die abgespaltene Menge nicht wägbar. 

Nach 48 Stunden wurden die Proben aus dem Thermostaten genommen, 
das Eiweiß mit Kochsalz und einigen Tropfen Essigsäure gefällt, im Filtrate 
(meist in 20 ccm) die Menge der anorganischen Phosphorsäure nach der 
Vorschrift von Embden-Griesbach und Schmitz?) bestimmt, und zwar in 
zwei parallelen Bestimmungen pro Kolben, um die eventuellen methodischen 
Fehler auszuschließen. Die Bestimmung geschah daher in folgender 
Weise: 

el Zum abgemessenen Filtratanteil (meistens 20 cem) wurde in der 
Kälte 30 cem Magnesiamixtur gegossen und dann die Lösung mit einem 
reichlichen Überschuß von Ammoniak versetzt. Die Flüssigkeit blieb 


1) Neuberg und Karczag, Le 
3) A. Nemec, Lo 
3) Embden, Griessbach und Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 1, 1914. 
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gut bedeckt während 24 Stunden in der Kälte stehen und wurde nachher 
der Niederschlag auf ein Filter gebracht. 


.8) Am Filter wurde der Niederschlag mit einer 2%proz. Ammoniak- 
lösung einige Male gewaschen, dann in 25ccm 8proz. HNO, gelöst, mit 
lauem destillierten Wasser nachgeprüft, mit 20 ccm 25proz. HNO,, 20 ccm 
34proz. (H,N)NO, und 50ccm 3proz. Ammoniummolybdat gemischt 
und 24 Stunden stehengelasen. Bezüglich der kalten Fällung mit 
Ammoniummolybdat haben Heubners!) genaue Untersuchungen gezeigt, 
daß dieselbe quantitativ erfolgt. 


y) Der beim Verfahren ai sich bildende gelbe Phosphormolybdat- 
niederschlag wurde filtriert, in warmem konzentrierten Ammoniak gelöst 
und in dieser Lösung genau nach Schmitz?) gefällt und bestimmt. 


Die Resultate wurden nur dann für richtig anerkannt, wenn die 
Differenz zweier Parallelbestimmungen 1,5 mg nicht überschritt. 


Die Bedeutung der Glycerinphosphorsäure in der Physiologie ist 
insofern wichtig, da dieselbe ein Spaltungsprodukt der Phosphatide 
ist und den Kern mehrerer Lipoide bildet, deren physiologische Wichtig- 
keit nicht besonders hervorgehoben zu werden braucht. Ihre physi- 
kalisch-chemische Bedeutung im Zellenleben scheint eine entscheidende 
Rolle zu spielen — ‚so als Begrenzungsschicht der Zelle in den osmo- 
tischen Prozessen und im Stoffwechsel derselben. Für die Permeabilität 
und Resistenz der Blutkörperchen und für die serologische Hämolyse 
sind sie von großer Bedeutung. Auf die Gerinnung bzw. das Flüssig- 
bleiben des Blutes können sie einen unverkennbaren Einfluß ausüben, 
und sie stehen auch in naher Beziehung zu gewissen Enzymwirkungen. 
Daß sie für die Entwicklung und das Wachstum sehr wichtig sind, 
unterliegt wohl auch keinem Zweifel®)“. 


Die Fragestellung ist eigentlich die folgende: ob die menschlichen 
Organe dieses Spaltungsprodukt der Lipoide in vitro enzymatisch 
weiterspalten oder nicht. Eventuelle positive Resultate geben natür- 
licherweise nur dem Enzymologen eine Antwort, da es doch zu gewagt 
wäre, aus den in den Kolben unter vereinfachten Bedingungen sich 
abspielenden Reaktionen auf Analogien im Organismus schließen zu 
wollen; aber eine positive Antwort bedeutet immerhin so viel, daß 
eine Bedingung der Weiterspaltung im Organismus — das Enzym — 
vorhanden ist. 

Bei den Untersuchungen sollte ich erst die Resultate von Grosser 
und Haussler nachprüfen, die ich in jeder Hinsicht bestätigen kann; 
deshalb war die Anstellung der Versuche größtenteils die gleiche. Die 
Versuche wurden zum Teil deshalb nicht in gepufferten Lösungen 


1) Wo. Heubner, diese Zeitschr. 64, 400, 1914. 
2) E. Schmitz, Zeitschr. f. anal. Chem. 2, 512, 1906. 
3) Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 1922. 
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angestellt, weil ich die optimale Wasserstoffionenkonzentration für 
menschliche Glycerophosphatase nicht kannte und die weitere Ent- 
wicklung der Versuchsergebnisse mir zur Untersuchung der spezifischen 
Eigenschaften des Enzyms keine Zeit gab. 


Die auf ihr Spaltungsvermögen geprüften Organe wurden größtenteils 
auch histologisch untersucht und ich fand folgendes: 

1. Niere. Histologisch war außer der trüben Schwellung nichts 
Pathologisches nachweisbar. 

2. Primärer hepatocellulärer Leberkrebs. 

3. Hoden von einem Falle von Paralysis progressiva. Das inter- 
eanaliculäre Bindegewebe erwies sich bei der histologischen Untersuchung 
als vermehrt und zum Teil hyalin entartet. 

4. Nebenniere, ohne pathologischen Befund. 

5. Herzmuskel, mit trüber Schwellung. 

6. Metastasen eines Magenkarzinoms in der Milz. Mikroskopisch 
erwies es sich als ein Karzinom mit ziemlich undifferenzierten Zellen. 

7. Metastasen eines Zylinderzellenkrebses des Uterus am Omentum. 

8. Normale Schilddrüse. 

9. Normales Muskelgewebe (quergestreift) Ileopsoas. 

10. Muskelgewebe einer an Eklampsie gestorbenen Frau (lloupsvas). 

11. Blutserum eines Gesunden. 

12. Blutserum eines Krebskranken. 

13. Pankreas, normal (Todesursache: Herzschwäche). 

14. Thymus eines Neugeborenen (Todesursache: Asphyxie). 

15. Amyloidniere. (Todesursache: Lungenphthise, Amyloidose.) 

16. Milz, normal. 

17. Leber, normal. 

18. Fibromyom eines Uterus. Frisch nach der operativen Entfernung. 

19. Normaler Darm. 

20. Darm ohne Epithel. 

Bezüglich der Entwicklung der untersuchten Organe sei kurz folgendes 
bemerkt. Die Nieren stammen vom nephrogenen Gewebsstrange vom 
Mesoderm. Die Hoden stammen vom Keimepithel ab, welches von der 
Verdiekung des der Urniere aufliegenden Coelomepithels gebildet wird, 
daher stammen auch die Müllerschen Gänge, durch deren Verschmelzung 
die Gebärmutter entsteht. Der Darm entsteht aus zwei Epithelblättern, 
aus dem Darmdrüsenblatt und dem visceralen Mittelblatt, geschieden 
durch das Mesenchym. Das Pankreas entsteht aus der Ausstülpung des 
Duodenums. Die Leber entsteht aus den vom Duodenum in das ventrale 
Darmgekröse hineinwachsenden Leberschläuchen. Schilddrüse und Thymus 
stammen vom Epithel der Schlundspalten. Bei der Nebenniere entspringt 
die Marksubstanz aus dem Sympathikus, die Rinde vom Coelomepithel. 
Das Herz entwickelt sich aus den mesenchymalen Herzanlagen. Die Anlage 
der Milz entsteht als Verdiekung der dorsalen Bursa omentalis-Wand, 
woher sie sich absehnürt. Die quergestreiften Muskel differenzieren sich 
von dem Myotom des Mesoderms. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in zwei Tabellen geordnet. 
Die Tabellen wurden derart zusammengestellt, daß die Organe mesen- 
ehvmaler Herkunft und Muskel von den epithelialen gesondert wurden. 
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Tabelle I. Epitheliale Gewebe. 

% Zersetzte 
s3 Bestii ung ër Path 8 | M%P,O: g bie Glycerin» 
e E stumm a Dis 
SEH Untersuchtes Organ SE eet Bag S umgerechnet RE 
38. enge iv Autolyse uf 100 ccm 
Ze | | Proz. 

t; | 
: | 10a | N | 
l Niere ...... | (pe ` 0,0150 0,0059 | 0,110 ! 42,8 
2 Leberkrebs 15 0,0146 | 0,0034 | 0,075 | 29,18 
Hoden 20 oo 0,0060 | 0,0240 934 
3 
4 Nebenniere 15 0,0107 "` oam 0,0469 | 18,2 
> Milzmetastase eines 0,0116 | | 
Beete 20 00138 0.0042 0,0426 | 16,66 
'Metastase eines Ge- 0,0104 ki 
8 Schilddrüse 20 DO 0,0027 0,0350 | 13,72 
1 I t | 
13 Pancreas.. 20 HS won — 0,0175 | 6,81 
? | 
14 Thymus . . 20 0,0090 0,0053 | 0,0150 5,88 
? i | 
15 Amyloidniere 20 0,0155 0,0037 0,0570 ` 22,19 
17 Leber ..... 20 QI 0,0047 |, 0.0815 | 12,27 
| a ' 0,0446 | 3 
19 ' Darm (mit Epithel). 20 | 0.0455 00065 | 0,1915 | 74,54 
Tabelle II. Mesenchymale Gewebe und Muskel. 
SA n Zur  MgP¿O1g MgP2O7g || Unterschied RE 
SC  Untersuchtes Organ ae Een eet 
3% enge Aktiv Autolyse FR 100 ccm | 
ZI E WW 8 | | ES 
5 , Herzmuskel 20 E | 0,0067 = 2 
Muskel (Tleopsoas 0,0056 8 
9 normal) . SS Ä 0,0058 ` 00023 g 
Muskel Geesen 0,0082 PR 
10 : EE 20 00088 00057 0.0140 5.49 
11  Blutserum (normal) 20 Ab ` 004 si 
Blutserum 0,0046 S SR 
12 (Karzinomfall) 20 go WER | 
i ; 0,0100 ` d 
6 Miz..... 20 0'0107 ` 00084 0,0100 3,89 
| Fibromyom der 0,0052 
18 Gebärmutter . . 20 00099 90029 0,0105 4,09 
20 "Darm (ohne Epithel) 20 90085 | wo 0,0320 12,46 


0,0095 
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In den vorstehenden Tabellen sind die Resultate Grosser und Husslers 
bestätigt in der Reihenfolge der Organe, die von denselben untersucht 
wurden, und es wurden die Spaltungszahlen für menschliche Organe fest- 
gestellt. Außerdem wurden noch bisher diesbezüglich nicht untersuchte 
Organe geprüft, so Organe mit innerer Sekretion, wie Hoden, Nebenniere, 
Schilddrüse. Sie zeigten alle eine Spaltung. Von den pathologisch ver- 
änderten Organen wurde eine Amyloidniere untersucht, die, der gesunden 
Niere gegenübergestellt, eine viel geringere Spaltung zeigt (42,8: 22,19 Proz.). 
Auffallend ist der Unterschied zwischen den Spaltungsvermögen eines 
gesunden Muskels, der absolut die Glycerinphosphorsäure nicht zerlegt, 
und einem Muskel von einem Falle von Eklampsie (5,49 Proz.). In beiden 
Fällen wurden d'e Ileopsoas untersucht. Da ich nur einen solchen Fall 
untersucht habe, kann ich natürlicherweise daraus keine Schlüsse ziehen, 
ob es sich um eine enzymatische Veränderung der Muskulatur handelt, 
oder ob andere zufällige Bedingungen zu dem Resultate führten. Außerdem 
wurden Geschwülste untersucht, in welchen bisher meines Wissens nach 
keine Glycerophosphatase nachgewiesen wurde. Die Karzinome zeigten 
Spaltungsvermögen. Die sonst keine Glycerophosphatase enthaltende 
Milz, wie z. B. aus den Tabellen ersichtlich ist, zeigt mit einer Magenkarzinonı- 
metastase eine Spaltung von 16,66 Proz. Eine Metastase eines Uterus- 
karzinoms zeigt eine Spaltung von 14,01 Proz., während ein Fibromyom 
keine Spaltung aufweist. Ob ein dieses Lipoidspaltprodukt weiterspaltendes 
Enzym nicht allgemein in den Organen der Karzinomkranken zu finden 
ist — wäre fraglich. Im Blutserum eines Karzinomkranken konnte es nicht 
nachgewiesen werden. Es ist allerdings fraglich, ob die verschieden gebauten 
Karzinome ein gleiches Verhalten zeigen, und ob das Enzym überhaupt 
herausgeschwemmt wird, und wenn ja, ob es nicht in den Organen fest- 
gehalten wird. 


Nach der Durchsicht meiner ersten Resultate — sowie jener von 
Grosser und Hussier — fiel es auf, daß keines der Glycerinphosphorsäure 
spaltenden Gewebe mesenchymalen Ursprunges ist. Die weiteren Unter- 
suchungen zeigten dasselbe Ergebnis. Ich dachte an die Zellenarmut der 
bindegewebigen Organe, voraussetzend, daß sich die Enzyme in den Zellen 
befinden; jedoch widerlegte die Untersuchung der Milz diesen Gedanken, 
da das zellenreiche Organ absolut keine Spaltung zeigte, so, daß man 
Kontrollversuche vornehmen konnte. Wie ich es oben bereits betonte, 
spaltete Uteruskarzinom die Glycerinphosphorsäure, Fibromyom nicht; 
die Spaltung von 4,09 Proz. dürfte den Uterusdrüsen zugeschrieben werden; 
die Milz spaltete kaum (3,89 Proz.), Karzinommetastasen in derselben 
zeigten eine 16,66 proz. Spaltung. Im letzten Falle konnte es makroskopisch 
bei der Obduktion nicht entschieden werden, ob es sich um eine epitheliale 
oder bindegewebige Geschwulst handelte. Die chemische Untersuchung 
des Spaltungsvermögens war schneller erledigt, als die Celloidin-Einbettung, 
und auf Grund früherer Untersuchungen, bei denen die epithelialen 
Gewebe eine Spaltung der Glycerinphosphorsäure zeigten, konnte ich auf 
ein Karzinom schließen, was durch die darauffolgende histologische Unter- 
suchung bestätigt wurde. Die letzten derartigen Versuche wurden mit 
einem menschlichen Darme vorgenommen (Nr. 19 und 20), deren Resultate 
entscheidend die Rolle des Darmepithels zeigten. Bei der Obduktion wurde 
das Darmepithel mit einem Messer soweit es möglich war, abgekratzt 
und der so behandelte Darm nach der allgemeinen Methode bearbeitet. 
Der Darm mit dem größtenteils fehlenden Epithel zeigte eine Spaltung 
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von 12,45 Proz., die ich dem zurückgebliebenen Darmepithel zuschreibe, 
während der Darm mit Epithel 74,54 Proz. der Glycerinphosphorsäure 
spaltete.. All diese Untersuchungen, sowie die Resultate von Grusser und 
Hussler zeigen, daß eine Wirkung von Glycerophosphatase in den Organen 
mesenchymalen Ursprungs und der Muskeln kaum merklich nachweisbar 
ist. Es sei bemerkt, daß es sich bei dem untersuchten Epithel nur um 
Drüsenepithel handelt. Ob es sich um eine allgemeine Regel handelt, die 
auf eine chemische bzw. enzymologische Differenz der epithelialen und Stütz- 
und Muskelgewebe zurückzuführen wäre, oder ob physikalisch-chemische 
Faktoren hier eine Rolle spielen, erhellt aus diesen Untersuchungen nicht. 
Es ist ja möglich, daß die Durcharbeitung zahlreicher, bisher nicht unter- 
suchter Organe zu Resultaten führen kann, welche dem widersprechen, 
daß die Gewebe verschiedenen Ursprungs sich enzymologisch so scharf 
abgrenzen lassen. Da die obigen Untersuchungen sich nur auf die Fest- 
stellung des Spaltungsvermögens einiger Organe in ganz bestimmter Kon- 
zentration von Glycerinphosphorsäure, in nicht gepufferten Lösungen 
erstrecken, wäre es entschieden zu weit gegangen — wollte man über diese 
Erfahrungen weiter hinaus folgern. Tatsache ist es jedoch, daß bei der 
obigen Methode keins der spaltenden Organe mesenchymalen Ursprungs 
war und sämtliche epithelialen Gewebe eine Spaltung zeigten; doch ist es 
nicht unmöglich, daß neben den Entwicklungs- und morphologischen 
Differenzen auch enzymologische Unterschiede die Gewebearten charak- 
terisieren. Bei der pflanzlichen Glycerophosphatase konnte Nemec!) wahr- 
nehmen, daß sich die Zersetzungsfähigkeit je nach der Beschaffenheit 
der chemischen Konstitution der in den Samen enthaltenen Reservestoffe 
verschieden stark äußert, indem die ölhaltigen Samen die größte, die eiweiß- 
führenden eine mittlere und die stärkehaltigen die kleinste glycerophos- 
phatase Wirkung zeigten. Nach den neuesten Versuchen von Nemec ist 
bloß der Aciditätsgrad der entscheidende Faktor. Nemec denkt eventuell 
daran, daß die enzymatische Reaktion durch physikalisch-chemische Zu- 
stände der Zellstoffe zustandekommt, welche von dem Aciditätsgrade des 
heterogenen Systems abhängt. Ob es sich bei den menschlichen Organen 
um tatsächliche chemische Differenzen handelt — bei mehr oder minderem 
Vorkommen eines Fermentes — oder um einen physikalischen Zustand, 
welcher den Unterschied des Epithels bedingt (so Ionenkonzentrations-, 
_ Dispersitätsunterschiede), ist fraglich. 


Zusammenfassung. 

Es wurden Leichenorgane möglichst frisch zu Organpulvern ver- 
arbeitet und untersucht, ob dieselben den Glycerinphosphorsäureester 
in vitro enzymatisch spalten. 

Die Untersuchungen von Grosser und Hussler wurden bestätigt. 
In bisher nicht untersuchten Organen, Nebenniere, Schilddrüse, Hoden, 
wurde eine enzymatische Spaltung der Glycerinphosphorsäure gefunden. 
Ein Spaltungsvermögen zeigten Karzinome. Eine verminderte Spaltung 
im Verhältnis zur gesunden Niere zeigte die Amyloidniere, weiter eine 
Spaltung der Muskel von einem Falle von Eklampsie gegenüber dem 


1) A. Nemec, Le und diese Zeitschr. 187, 6570, 1923; 188, 198, 1923. 
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gesunden Muskel. — Kein Organ, das eine Spaltung zeigte, war mesen- 
chymalen Ursprungs. Mesenchymale Organe mit Karzinommetastasen 
zeigten eine Spaltung. Daß die Spaltung dem Epithel zuzuschreiben 
ist, wurde am vom Epithel entblößten Darme gezeigt. Blutserum 
von Karzinomkranken spaltet auch nicht. Die Erklärung des enzy- 
mologischen Unterschiedes zwischen Epithel und nicht epithelialem 
Gewebe ist fraglich. 


Anhang: Von Samenorganismen wurden untersucht, ob zwischen dem 
Spaltungsvermögen der ruhenden und keimenden Erbsensamen ein Unter- 
schied bestehe. Derselbe konnte nicht nachgewiesen werden. 

Von Enzympräparaten wurden auf ihr Spaltungsvermögen Emulsin, 
Papayotin, Diastase und Pankreatin untersucht. Von denselben zeigte 
nur Emulsin eine Spaltung, indem es nach 192 Stunden 21,9 Proz. der 
Glycerinphosphorsäure zerlegte.e. Von den Präparaten wurden 0.25g zu 
100 ccm lproz. Lösung zugesetzt. 


Permeabilitätsänderungen des Protoplasmas 
nach der Methode der isotonischen Koeffizienten. 


Von 
W. W. Lepeschkin. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Carls-Universität in Prag.) 
(Eingegangen am 31. August 1923.) 


1. Einleitung. 


Die Methode der isotonischen Koeffizienten wurde zuerst von mir, 
später aber auch von T’röndle und anderen Botanikern zur Feststellung 
einer Permeabilitätsänderung des Protoplasmas für gelöste Stoffe 
verwandt. Diese Methode erwies sich als besonders nützlich beim 
Studium der Permeabilitätsänderungen, welche in den Zellen der 
Blattgelenke der Leguminosen vorkommen, wo die Permeabilität des 
Protoplasmas ungewöhnlich groß ist. Es wurde festgestellt, daß die 
Permeabilität des beleuchteten Protoplasmas größer ist als diejenige 
des verdunkelten. Noch empfindlicher erwies sich das Protoplasma 
gegen Richtungsänderungen der Schwerkraft. Diese Kraft hatte einen 
großen Einfluß auf die photonastischen Bewegungen der Blätter, 
indem sie die Permeabilität des Protoplasmas der oberen und unteren 
Gelenkhälften verschiedenartig änderte. 

Die Anwendung der Methode zur Erforschung der Permeabilitäts- 
änderungen in den Epidermiszellen von Tradescantia discolor, Spirogyra 
und in den Zellen des Blattparenchyms (Tröndle) bestätigte die von 
mir an Leguminosen erhaltenen Ergebnisse betreffend die Einwirkung 
des Beleuchtungswechsels auf die Protoplasmapermeabilität. Außer- 
dem wurde festgestellt, daß Chloroform und Äther die Permeabilität 
des Protoplasmas für Salze und für Farbstoffe, die in diesen Substanzen 
unlöslich sind, erniedrigen. In den letzten Jahren wurde dieses Resultat 
allgemein anerkannt. 

Im Jahre 1915 erschien die Arbeit von Fiiting!), in welcher die 
Meinung ausgesprochen wurde, daß die Bestimmung der Permeabilität 
„in der Weise, wie es Lepeschkin und Tröndle tun, unbrauchbar, ja 
geradezu irreführend“ ist. Später hat Fitting sein Urteil etwas gemildert, 
indem er in seiner zweiten Arbeit zu dem Schluß kam, daß es ‚‚mehr 
als bedenklich“ wäre, aus den Abweichungen der theoretischen iso- 
tonischen Koeffizienten von den gefundenen ohne weiteres Rück- 


1) Jahrb. f. wiss. Bot. 56, 1915. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 20 
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schlüsse auf die Permeabilitätsverhältnisse machen zu wollen!). In 
seiner dritten Arbeit äußerte sich schließlich Fitting in der folgenden 
Weise: ‚Jedenfalls geht aus meinen Untersuchungen mit Sicherheit 
hervor, daß die osmotischen Koeffizienten und auch die Grenzkonzen- 
trationen keine physikalisch-chemischen, sondern physiologisch bedingte 
Größen sind‘ ?). Versteht man diesen Schluß Fittings in dem Sinne, 
daß physiologische Erscheinungen in der Zelle einen Einfluß auf die 
Größe der isotonischen (nach Fitting ‚„osmotischen‘‘) Koeffizienten 
ausüben müssen, so steht er in keinem Widerspruch auch mit meinem 
Schluß, daß die Größe der isotonischen Koeffizienten von der Per- 
meabilität des Protoplasmas für gelöste Stoffe abhängig sein muß. 

Die Arbeiten Fittings erschienen gerade zu der Zeit, als noch keine 
deutschen wissenschaftlichen Zeitschriften nach Rußland gelangten, 
und ich konnte diese Arbeiten erst in diesem Jahre (1923) lesen. In- 
zwischen erschienen manche Aufsätze, in denen die Verfasser (offenbar 
unter dem Einfluß der Autorität von Fitting) die Methode der iso- 
tonischen Koeffizienten ebenfalls verwerfen, nachdem sie die Arbeiten 
von Fitting zitiert hatten. Infolgedessen sehe ich mich veranlaßt, 
die richtige Sachlage herzustellen. 


2, Einfluß der Permeabilität der Membrane auf den hydrostatischen Druck 
im Osmometer. 


In meinen früheren Arbeiten habe ich schon darauf hingewiesen, 
daß zuerst Tammann?) bewiesen hat, daß der im Osmometer beobachtete 
Druck infolge der Permeabilität der Membrane für gelöste Stoffe immer 
kleiner gefunden wird als der theoretisch berechnete osmotische Druck, 
cer der Konzentration der Lösung im Osmometer und der Temperatur 
entspricht. Der genannte Verfasser gibt auch eine einfache mathematische 
Abhängigkeit des in der Zelle beobachteten Druckes von der Permeabilität. 

Später habe ich gezeigt*), daß diese Abhängigkeit auch theoretisch 
vorausgesagt und in der folgenden Gleichung ausgedrückt werden 
könnte: P = P, (l — u) wo P, — der theoretische osmotische Druck 
und u — der Permeabilitätskoeffizient ist, welcher der Diffusionskonstante 
des betreffenden Stoffes (bei seiner Diffusion durch die Membran) oder der 
Permeeabilität proportional ist. Diese Gleichung drückt die erwähnte 
Abhängigkeit, selbstverständlich, nur annähernd aus, weil bei ihrem Erhalten 
vorausgesetzt wird, daß die Diffusionsgeschwindigkeit und der theoretische 
osmotische Druck der räumlichen Konzentration der Lösung proportional 
ist, was nur für verdünnte Lösungen richtig ist. Ich hielt aber für über- 
flüssig, eine genauere, kompliziertere Formel zum physiologischen Zweck 
anzuwenden. 


1) Jahrb. f. wiss. Bot. 57, 575, 1916. 

2) Ebendaselbst 59, 169, 1919. 

3) Tammann, Zeitschr. f. physik. Chem. 9, 99. 

4) Ebendaselbst 48, 596 und Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 1908, 268, 
5. 204, Anm. 4. 
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Daß der Druck im Osmometer infolge der Permeabiiität der Membran 
für gelöste Stoffe kleiner sein muß als der theoretische osmotische Druck, 
ist einem jeden verständlich. Doch glaubt man gewöhnlich, daß dieser 
Einfluß der Permeabilität darauf beruht, daß sich infolge der Diffusion 
Wasser unter der Membran in eine Lösung verwandelt, deren osmotischer 
Druck den osmotischen Druck im Osmometer teilweise im Gleichgewicht 
hält. In Wirklichkeit beruht aber der erwähnte Einfluß darauf, daß nur 
ein Teil der sich an die obere Oberfläche der Membran nähernden Moleküle 
des gelösten Stoffes auf dieselbe anprallt. Der andere Teil der Moleküle 
dringt in die Membran, um seine Bewegung darin fortzusetzen und schließlich 
in die untere Lösung zu gelangen, so daß ein Teil de: Stöße und somit der 
osmotischen Kraft des gelösten Stoffes verloren gegangen ist. Der os- 
motische Druck ist ja eine Kraft, welche angewandt werden muß, um der 
freien Diffusion eines Stoffes in Wasser einen so großen Widerstand ent- 
gegenzusetzen, daß dieselbe aufhören würde. Wenn aber die Diffusion 
nur teilweise gehemmt wird, so muß offenbar auch die Kraft kleiner sein, 
unabhängig davon, ob der durch die Membran diffundierende Stoff von 
der unteren Oberfläche der letzteren entfernt wird oder sich unter der 
Membran ansammelt. Wenn aber das letztere zutrifft, so muß außerdem 
der osmotische Druck der sich bildenden Lösung von dem osmotischen 
Druck im Osmomseter abgezogen werden, so daß die resultierende Größe 
des Druckes im Osmometer (P, — Pu) (l — u)gleich ist, wo P,„ der 
osmotische Druck der unteren Lösung ist. 


Man kann sich leicht davon überzeugen, daß der im Osmometer beob- 
achtete Druck auch in dem Falle kleiner als der theoretische osmotische 
Druck sein würde, wenn der durch die Membran diffundierende Stoff 
durch einen sehr kräftigen Wasserstrahl von der unteren Membranoberfläche 
fortwährend entfernt werden würde, 


In meinen früheren Arbeiten bezeichnete ich den Druck, welcher sich 
im Osmometer entwickelt und von der Permeabilität der Membran für 
den gelösten Stoff abhängt, durch den Namen ‚‚der beobachtete osmotische 
Druck“. Da dieser Druck eine Kraft ist, welche angewandt werden muß, 
um der freien Diffusion desselben Stoffes in Wasser einen partiellen Wider- 
stand zu leisten (s. weiter oben), so halte ich es für zweckmäßig, denselben 
Druck auch durch die partielle osmotische Kraft“ zu bezeichnen. Für 
den Druck, welcher sich im Osmometer entwickelt, dessen Membran für 
den gelösten Stoff inpermeabel ist, und der eine Kraft darstellt, welche 
angewandt werden muß, um die freie Diffusion durch einen Widerstand 
aufzuheben, behalte ich den früheren Namen, d. h. einfach: osmotische 
Druck‘ oder ‚‚die osmotische Kraft“. 


Die pflanzliche Zelle stellt bekanntlich einen Osmometer dar, in welchem 
das Protoplasma die Rolle einer semipermeablen Membran spielt. Daher 
muß die Permeabilität desselben für gelöste Stoffe die osmotische Kraft 
des Zellsaftes sowie auch diejenige der dieZellwand durchtränkenden Lösung 
vermindern, so daß man in dem Falle, wenn das Protoplasma für die Zell- 
saftstoffe weniger permeabel ist als für den plasmolysierenden Stoff, eine 
stärkere Lösung des letzteren benutzen muß, um eine gleich starke Plasmolyse 
hervorzurufen und umgekehrt. Dieser Schluß wurde von mir experimentell 
an Spirogyra bewiesen!). 


1) Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 26a, 211—212. 
20 * 
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Ich habe in meinen Versuchen die Plasmolyse der Alge durch zwei 
Stoffe ausgeführt, deren osmotische Eigenschaften insofern allgemein be- 
kannt sind, daß der eine von ihnen, nämlich Rohrzucker, nur schwer durch 
das lebende Protoplasma permeiert und der andere, nämlich Glycerin, 
verhältnismäßig leicht in die Zelle eindringt. Das Protoplasma war also 
mehr permeabel für Glycerin und weniger oder ebensoviel permeabel für 
Zucker wie für die Zellsaftstoffe. Daher riefen in meinen Versuchen Per- 
meabilitätsänderungen, hervorgerufen durch Temperaturänderungen, eine 
entsprechende Vergrößerung oder Verminderung der Plasmolysestärke 
hervor. 


8. Die Methode der isotonischen Koeffizienten. 


Die Methode der isotonischen Koeffizienten ist hauptsächlich zur 
Feststellung einer Permeabilitätsänderung des Protoplasmas bestimmt und 
beruht auf dem eben besprochenen Einfluß der Plasmapermeabilität auf 
die osmotische Kraft des Zellsaftes und der Außenlösung. Verwendet 
man zur Plasmolyse zwei Stoffe, von denen der eine schwer, der andere 
leicht in die Zelle eindringt, so muß das Verhältnis der Konzentrationen 
ihrer Lösungen, die ein und dasselbe Stadium der Plasmolyse hervorrufen, 
d. h. ihrer isotonischen Lösungen, von dem Verhältnis der Konzentrationen 
ihrer Lösungen, welche ein und denselben osmotischen Druck besitzen, 
d. h. ihrer isosmotischen Lösungen, verschieden sein. Dieses Verhältnis 
muß sich außerdem bei den Permeabilitätsänderungen des Protoplasmas 
ändern, und umgekehrt muß eine Änderung dieses Verhältnisses eine Per- 
meabilitätsänderung des Protoplasmas kennzeichnen. Andererseits ist das 
Verhältnis der molaren Konzentrationen der isotonischen Lösungen dem 
reziproken Verhältnisse der isotonischen Koeffizienten gleich, während 
das Verhältnis der molaren Konzentrationen der isosmotischen Lösungen 
dem reziproken Verhältnis der isosmotischen (oder theoretischen) Koeffi- 
zienten gleich ist. Somit erlaubt uns die Bestimmung der isotonischen 
Koeffizienten eine Permeabilitätsänderung des Protoplasmas festzustellen }). 
Der Vergleich der isotonischen und isosmotischen Koeffizienten gibt aber 
uns ein Maß zur Bestimmung der Permeabilitätsgröße und der Stärke der 
Permeabilitätsänderungen. Die betreffende Abhängigkeit kann annähernd 
durch die Gleichung u = 1 — = ausgedrückt werden, wo u — der Permea- 
bilitätskoeffizient des Protoplasmas, K’ und K — der isotonische und der 
isosmotische Koeffizient ist?). 

Bekanntlich setzte de Vries den isotonischen Koeffizienten von Salpeter 
3 gleich und bezog andere Koeffizienten auf diese Größe, so daß der 
jsotonische Koeffizient von Rohrzucker, nach de Vries, 1,88 ist. Da aber 
Salpeter durch das Protoplasma ziemlich leicht permeiert und die Per- 
meabilität in verschiedenen Zellen ungleich ist, so ist es selbstverständlich, 
daß man den isotonischen Koeffizienten dieses Stoffes nicht als Maßstab 
für andere Koeffizienten benutzen kann. Im Gegenteil ändert sich der 
isotonische Koeffizient von Zucker praktisch gar nicht, weil Zucker nur 
sehr langsam durch das Protoplasma permeiert. Daher bezog ich in meinen 
Arbeiten alle isotonischen Koeffizienten auf den isotonischen Koeffizienten 
von Rohrzucker. Um aber die absoluten Größen der Koeffizienten von 


1) Man siehe meine Arbeit in Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 26a, 213 — 214. 
2) Ebendaselbst, S. 207. 


Permeabilitätsänderungen des Protoplasmas. 295 


de Vries nicht stark zu ändern, setzte ich den Koeffizienten von Rohrzucker 
1,88 gleich, so daß der Koeffizient von Salpeter in meinen Versuchen an 
Tradescantia zwischen 2,9 und 3,2 variierte. Die Größe des Permeabilitäts- 
koeffizienten „ würde sich aber nicht ändern, wenn ich den isotonischen 
Koeffizienten von Zucker 1 gleich setzen würde, weil der Permeabilitäts- 
koeffizient von der absoluten Größe der beiden Koeffiziente (isotonisch 
und isosmotisch) unabhängig ist, sofern die Permeabilität für Zucker praktisch 
vernachlässigt werden kann!). Fitting hat also unrecht, wenn er denkt, 
daß ich einen Fehler mache, indem ich den isotonischen Koeffizienten von 
Zucker 1,88 gleich setze (l. c. 1916, S. 578, Anm.). 
' 

Da die Gleichung u = 1 — 7 auf der Annahme basiert, dB P = P, 
(1 — u)ist (s. ol so drückt sie den Permeabilitätskoeffizienten nur annähernd 
aus. Daher legte ich in meinen Arbeiten keinen Wert auf die Bestimmung 
der absoluten Größe dieses Koeffizienten, schrieb aber der Methode der 
ısotonischen Koeffizienten insofern eine große Bedeutung zu, als sie ver- 
hältnismäßig geringe Permeabilitätsänderungen des Protoplasmas zu ent- 
decken vermag, ohne die zu untersuchenden Zellen den anomalen Lebens- 
bedingungen während eines zu lange dauernden Versuchs zu unterwerfen. 

In der Tat, eine Permeabilitätsänderung um 20 Proz. ihrer Größe 
äußert sich auch im Falle einer verhältnismäßig kleinen Permeabilität, 
wiez.B.bei Tradescantia (Rhoeo) discolor, in einer Änderung des isotonischen 
Koeffizienten von Salpeter um 1 Proz. Solche Änderung kann leicht ent- 
deckt werden. Im Falle einer verhältnismäßig großen Permeabilität, wie 
z. B. in den Gelenkzellen von Phaseolus multiflorus, weist solche Änderung 
des Koeffizienten auf eine Permeabilitätsänderung um 3 Proz. ?). 


1) u = 1 — f; aber K' = Date und K = = wo K,- der iso- 





tonische Koeffizient von Zucker ist, welcher praktisch dem isosmotischen 
Koeffizienten dieses Stoffes gleich ist, C, — die isotonische und zugleich 
ısosmotische Konzentration von Zucker, C’ — die isotonische und C — die 


isosmotische Konzentration von Salpeter. Somit ist u = 1l — ze und ist 


C 
er also unabhängig von K’ und K. 
3) Setzen wir voraus, daß sich der isotonische Koeffizient von Salpeter 
K’ um 0,01 seiner Größe vergrößert hat, weil die Permeabilität u, sich 
' 1,01 K' 





zu u, verwandelt hatte. Da u, =1— s 


K 
Mi My LoL In dem Falle von Tradescantia discolor unterscheidet 








Mı  K-K 
sich der theoretische isosmotische Koeffizient K von dem isotonischen 
Koeffizienten im mittleren um 0,15; somit ist nd Bat oc SE = 0,2. 


Im Falle von Faseolus multiflorus ist der Unterschied zwischen den beiden 
Kosltizienten- Im. Anittloren A. bo dad ee "D — 0,03. Um den 


1 
isotonischen Koeffizienten der Epidermiszellen der mittleren Blattrippe 
von Tradescantia (Rhoeo) discolor bis zu einer Genauigkeit von 1 Proz. 
zu bestimmen, muß man diesen Koeffizienten auf ein und demselben 
Schnitte der Epidermis bestimmen. Die Konzentrationen der plasmoly- 
sierenden Lösungen müssen sich voneinander ungefähr um ?/,.0 ihrer Größe 
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Für die Feststellung einer Permeabilitätsänderung genügt eine genaue 
Bestimmung der isotonischen Koeffizienten vollkommen, weil der theo- 
retische isosmotische Koeffizient durch die Permeabilitätsänderung 
nicht geändert wird. Daher hat die Genauigkeit der Berechnung des 
theoretischen Koeffizienten nur eine untergeordnete Bedeutung. Um 
eine Permeabilitätsänderung zu konstatieren, ist es überhaupt nicht not- 
wendig, diesen Koeffizienten zu berechnen. Seine Berechnung ist nur dann 
notwendig, wenn wir die Stärke der Permeabilitätsänderung schätzen 
möchten. Aber auch in diesem Falle hat der Fehler bei der Berechnung, 
der kleiner als 10 Proz. ist, nur eine geringe Bedeutung!). Jedenfalls muß 
man in diesem Falle doch alles tun, um die Berechnung möglichst genau 
auszuführen. Daher ist es vor allem notwendig, die Konzentration der 
plasmolysierenden, isotonischen Lösungen und diejenige der mit der Zucker- 
lösung isosmotischen Lösung des zweiten Stoffes gleichartig auszudrücken. 
Da, nach Morse und Frazer, der osmotische Druck von Zucker der Kon- 
zentration, welche in Gramm -Mol auf 1000 g Wasser ausgedrückt ist, ungefähr 
proportional ist, so ist es zu empfehlen, alle Konzentrationen in dieser 
Weise umzurechnen. 


Doch ist es selbstverständlich, daß auch solche Rechnungsweise uns 
nicht wahre Größen geben könnte. Nur eine direkte Beobachtung des 
osmotischen Druckes verschiedener Stoffe könnte uns die wahren isosmoti- 
schen Koeffizienten liefern. Zu unserem Zwecke ist aber solche Genauigkeit 
auch nicht notwendig, weil es jetzt hauptsächlich nur darauf ankommt, 
eine Permeabilitätsänderung zu konstatieren oder ihre Stärke nur sehr 
annähernd zu bestimmen. In meinen früheren Arbeiten habe ich mir nur 
diese Aufgabe aufgestellt und denke nur diese Aufgabe gelöst zu haben. 


unterscheiden (so z. B. für Salpeter muß der Unterschied 0,02 Proz. sein). 
Wenn z. B. in einer 1,22proz. Salpeterlösung weniger als die Hälfte der 
Zellen eines Schnittes plasmolysiert ist, in einer 1,24proz. Lösung aber 
mehr als die Hälfte der Zellen, so ist die isotonische Konzentration 1,23 Proz. 
Im Falle von Faseolus multiflorus bestimmte ich in meinen Arbeiten den 
isotonischen Koeffizienten nur bis zu einer Genauigkeit von 3 bis 4 Proz. 
seiner Größe. Daher konnte ich diesen Koeffizienten nicht an ein und dem- 
selben Schnitte, sondern an einer Serie von Schnitten bestimmen. Die 
plasmolysierenden Lösungen unterschieden sich diesmal um ®/,. ihrer Größe. 


1) Setzen wir z. B. voraus, daß der isosmotische (theoretische) Koeffizient 
von Salpeter, nach den vorhandenen Litersturangaben berechnet, 3,3 
gleich ist, während seine wahre Größe 3,6 ist. Wenn der isotonische Koeffizient 


von Salpeter im Hellen 3 ist, so wird u = l — ES = 0,09, während die 


3,3 
wahre Größe u = 1 — E = 0,17. Nach Verdunkelung der Pflanze ver- 
kleinert sich die Permeabilität, und wird der isotonische Koeffizient z. B. 3,1 
gleidh: Somit bta së e = 0,06 und die wahre Größe u = 1 — > 


= 0,13. Wir sehen also ein, daß der Fehler bei der Berechnung des theo- 
retischen Koeffizienten von 10 Proz. nur eine kleine Bedeutung hat: die 
Permeabilität im Hellen ist 1,5 mal größer gefunden als im Dunkeln, während 
in der Wirklichkeit sie 1,3mal größer ist. Der Unterschied ist also kleiner 
als 20 Proz. 
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4. Einwände Fittings gegen die Methode der isotonischen Koeffizienten. 


Gegen die Methode der isotonischen Koeffizienten erhob Fitting 
Bedenken zweierlei Art: die physiologischen und die physikalisch- 
chemischen!). Die letzteren sind, nach Fitting, ‚viel schwerwiegender“ 
als die ersteren, daher verweilen wir vor allem an den physikalisch- 
chemischen Bedenken. 


Fitting weist darauf hin, daß der Vergleich der theoretischen und 
gefundenen Koeffizienten voraussetzt, daß die plasmolytisch bestimmten 
Koeffizienten das wahre Verhältnis der räumlichen Konzentrationen der 
Salz- und Zuckerlösung angeben, und daß in gleicher Weise die durch 
physikalisch-chemische Methode bestimmten Koeffizienten auch wirklich 
das Verhältnis der osmotischen Drucke gleich konzentrierter Lösungen 
richtig wiedergeben. 


Im vorigen Paragraphen habe ich betont, daß es zur Feststellung einer 
Permeabilitätsänderung mittels der Methode der isotonischen Koeffizienten 
überhaupt nicht nötig ist, die isotonischen und isosmotischen Koeffizienten 
zu vergleichen. Zu diesem Zwecke genügt, nur die isotonischen Koeffizienten 
zu bestimmen, wobei es gleichgültig ist, ob die Konzentrationen in Gramm-Mol 
auf 1000g Wasser oder auf 1l Liter Lösung ausgedrückt sind, weil die 
absoluten Größen der Koeffizienten in diesem Falle keine Rolle spielen. 
Wenn es aber auch darauf ankommt, die Stärke der eingetretenen 
Permeabilitätsänderungen schätzen zu können, so ist freilich ein Vergleich 
der gefundenen und berechneten Koeffizienten erforderlich. Es ist aber 
gar nicht nötig, daß die plasmolytisch bestimmten Koeffizienten das wahre 
Verhältnis der räumlichen Konzentrationen angeben, weil sie nur das wahre 
Verhältnis der osmotischen Drucke der zwei plasmolysierenden Lösungen 
angeben müssen. Und wenn diese Drucke nicht den räumlichen, sondern 
den Raulschen (‚numerischen‘) Konzentrationen proportional sind, so 
müssen auch die Koeffizienten das Verhältnis dieser Konzentrationen 
angeben. Doch ist der Unterschied zwischen Größen der Permeabilitäts- 
änderung, die aus den Koeffizienten berechnet sind, welche das Verhältnis 
einerseits ‚„numerischer‘‘, andererseits ‚räumlicher‘ Konzentrationen an- 
geben, nicht wesentlich (man sehe dazu die später angeführte Zusammen- 
stellung). 

Daß die durch physikalisch-chemische Methode bestimmten Koeffi- 
zienten auch wirklich das Verhältnis der osmotischen Drucke gleich kon- 
zentrierter Lösungen richtig wiedergeben müssen, ist freilich richtig, aber 
nur in dem Falle, wenn wir absolut genaue Größen dieser Koeffizienten 
finden wollten. In den vorigen Paragraphen habe ich schon darauf hin- 
gewiesen, daß solche Größen nur durch eine direkte Bestimmung der os- 
motischen Drucke mittels eines idealen Osmometers erhalten werden können, 
was zurzeit unmöglich ist. Wir müssen uns also nur mit mehr oder minder 
annähernden Größen begnügen. Um diese Koeffizienten zu bestimmen, 
müssen wir z. B. annehmen, daß der osmotische Druck der Konzentration 
proportional ist. Wenn wir die Konzentrationen in Gramm-Mol auf 1000g 
Wasser ausdrücken, so ist es vielleicht nahe der Wahrheit. Jedenfalls 
ist der dadurch begangene Fehler so klein, daß er keinen Einfluß auf die 
definitiven Resultate hat. Wie gesagt, können die Permeabilitätskoeffizienten 
nur annähernd bestimmt werden. 


1) Fitting, Le 1916, S. 566 — 568. 
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Was nun die physiologischen Bedenken Fittings anbelangt, so ist 
wohl das erste von ihnen nur ein Mißverständnis, weil gerade die Methode, 
welche Fitting selbst für die beste hält (l.c. 1916, S.3), mit Klarheit zeigt, 
daß Rohrzucker viel langsamer durch das Protoplasma durchdringt als 
Salze von Alkalimetallen. 


Der zweite physiologische Einwand besteht darin, daß wir nicht wissen, 
„in welchem Maße jede der Verbindungen, die zur Plasmolyse verwandt 
werden, während dieser Zeit die Permeabilität des Plasmas für ihre eigenen 
Moleküle verändert“. Dieser Einwand kann gegen jede plasmolytische 
Methode der Permeabilitätsbestimmung erhoben werden und somit auch 
gegen die Methode, die Fitting für die beste hält. Doch ist irgend eine 
Permeabilitätsänderung nur unter dem Einfluß der Elektrolyte zu erwarten, 
und auch diese, z. B. Salpeter, wirken nur verhältnismäßig langsam. So 
konnte Fitting erst nach 15 Minuten der Plasmolyse eine Abnahme der 
Permeabilität bemerken, welche sich infolge der andauernden Plasmolyse 
nur sehr langsam vergrößerte. So daß auch in dem Falle, wo solche Ab- 
nahme wirklich vorkommen würde, sie die isotonischen Koeffizienten kaum 
beeinflussen würde, weil bei der Bestimmung derselben die Schnitte höchstens 
40 bis 60 Minuten in Salzlösungen verbleiben und nachher wieder in Lösungen 
des Nichtelektrolyts übertragen werden, wo die induzierte Permeabilitäts- 
änderung wieder vergehen muß. Leider sind die Resultate, welche Füting 
erhalten hatte, zweideutig, weil eine Vergrößerung der osmotischen Kraft 
des Zellsaftes nicht nur infolge des Eindringens des Salzes in die Zelle statt- 
finden könnte, sondern auch infolge einer Bildung osmotisch wirkender 
Stoffe im Zellsaft. Neuerdings zeigte z. B. Jljin!), daß unterdem Einfluß 
der Elektroliyte auf die Schließzellen der Spaltöffnungen eine erhebliche 
Vergrößerung der osmotischen Kraft des Zellsaftes infolge einer Bildung 
osmotisch wirksamer Stoffe (Zucker) beobachtet wird. 


Die Methode der isotonischen Koeffizienten hat in der eben erwähnten 
Beziehung einen großen Vorzug, weil die isotonischen Koeffizienten nicht 
von den absoluten Konzentrationsgrößen, sondern ausschließlich vom 
Verhältnis der Konzentrationen der beiden plasmolysierenden Lösungen 
abhängig sind. Der etwas in der Salzlösung erhöhten plasmolysierenden 
Konzentration wird auch eine erhöhte Zuckerkonzentration entsprechen, so 
daß der isotonische Koeffizient unverändert bleibt, wenn keine Permeabilitäts- 
änderung stattgefunden hatte. 


Jedenfalls würde die Methode der isotonischen Koeffizienten ihre 
Nützlichkeit nicht verlieren, wenn auch erwiesen sein würde, daß Elektrolvte 
die Permeabilität ändern. 


Der dritte physiologische Einwand Fittings besteht darin, daß wir nicht 
wissen, ob während des Versuchs nicht irgendwelche Stoffe aus den Zellen 
exosmieren und wie die Exosmose durch das Salz und Zucker beeinflußt 
wird. Dieser Einwand kann wieder gegen jede plasmolytische Methode 
erhoben werden und jedenfalls auch gegen die Methode des Plasmolyse- 
ausgleichs, welche Fitting in seinen Versuchen benutzte. Auch in dieser 
Beziehung hat die Methode der isotonischen Koeffizienten einen großen 
Vorzug, weil sie eben nicht von den absoluten Konzentrationsgrößen ab- 
hängig ist. 


1) Diese Zeitschr. 132, 494, 510, 511, 525, 1922. 
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Der vierte Einwand ist der, daß man, nach Fiiting, nicht weiß, was 
während der Plasmolyse in den Zellen geschehe, weil die Plasmolyse mit 
Salpeter und Zucker verschiedene Zeit verlange. Als Beweis einer Wichtigkeit 
dieses Einwandes führt Fitting die Tatsache an, daß er den isotonischen 
Koeffizienten von Salpeter (an Rhoeo), zwischen 1,56 und 1,78 variierend, 
beobachtete, so daß die extremen Größen stark von dem Mittel (1,64) 
abwichen. 


In meinen Versuchen, wo die isotonischen Konzentrationen von Salpeter 
und Zucker an ein und demselben Schnitte der Epidermis von Tradescantia 
(Rhoeo) bestimmt wurden, verblieben die Schnitte ungefähr 40 bis 60 Minuten 
in Salpeter und 30 bis 45 Minuten in Zucker. Der Unterschied ist so un- 
bedeutend, daß er kaum die isotonischen Koeffizienten beeinflussen würde. 
In meinen Versuchen variierte die Größe des isotonischen Koeffizienten 
zwischen 2,96 und 3,20, oder nach Fiüttingscher Bezeichnung: zwischen 
1,57 und 1,70. Die Bestimmungen wurden teilweise im Hellen, teilweise 
im Dunkeln ausgeführt, so daß die Variation größtenteils infolge eines 
Lichtwechsels stattfand (im Lichte: 1,57 bis 160, im Dunkeln 1,61 bis 1,70). 
Es wäre aber nichts Außerordentliches auch in einer solchen Variation 
unter gleichen Bedingungen, weil die Permeabilität des Protoplasmas 
nicht nur in einzelnen Schnitten, sondern auch in einzelnen Zellen ver- 
schieden ist, wovon man sich auch durch die Beobachtung an dem Plasmolyse- 
ausgleich in einzelnen Zellen (z. B. eines Spirogyra-Fadens) überzeugen 
könnte. 


Schließlich weist Fitting hin, daß seinen Untersuchungen zufolge die 
Methode der isotonischen Koeffizienten nichts davon sagt, ob ein Stoff 
durch das Protoplasma permeiert oder nicht, weil manchmal die isotonischen 
und theoretischen isosmotischen Koeffizienten voneinander nicht abweichen, 
wo die Beobachtung am Plasmolyseausgleich eine bedeutende Permeabilität 
vermuten läßt und umgekehrt. Um diesen Einwand zu schätzen, wenden wir 
uns an die Versuchsresultate Fittings!). 


Der genannte Verfasser fand, daß das Protoplasma der Epidermiszellen 
von Tradescantia (Rhoeo) fü. KCl, KBr, KClO, K,SO, NaNO,, NaCl 
durchlässig ist; zugleich waren auch die durch Plasmolyse gefundenen 
isotonischen Koeffizienten kleiner als die theoretischen aus der Gefrier- 
punktserniedrigung oder elektrischen Leitfähigkeit berechneten isosmotischen 
Koeffizienten, so daß hier eine Übereinstimmung zwischen den beiden 
Methoden konstatiert wurde. Im Gegenteil waren die gefundenen iso- 
tonischen Koeffizienten von Lithiumsalzen, obwohl diese Salze durch das 
Protoplasma permeieren, von den theoretischen Koeffizienten wenig ver- 
schieden. Zugleich gibt aber Fiiting selber zu, daß seine Bestimmung 
der Gefrierpunktserniedrigung in diesem Falle vielleicht nicht ganz ein- 
wandfrei sei, weil mit einem sogenannten ‚‚wasserfreien‘‘ Präparat gearbeitet 
wurde (Le 1916, S. 603). Jeder, der mit Lithiumsalzen gearbeitet hat, 
wird solchem Zugestehen des genannten Verfassers vollkommen zustimmen, 
weil Lithiumsalze außerordentlich hygroskopisch sind und ihre Kon- 
zentrationen nicht durch das Lösen einer abgewogenen Menge des Salzes 
bestimmt werden könne. Deshalb beweist die Abwesenheit eines Unter- 
schiedes zwischen beiden Koeffizienten noch nicht, daß die beiden Methoden 
in diesem Falle verschiedene Resultate ergeben. 


1) 1.c. 1916, S. 587 — 591. 
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Nach Fitting ist das Protoplasma für Salze der Erdalkalimetalle im- 
permeabel, obwohl die gefundenen isotonischen Koeffizienten kleiner 
gefunden waren als die theoretischen Koeffizienten. Der genannte Ver- 
fasser sagt aber im weiteren: „Für die Chloride der zweiwertigen Erd- 
alkalimetalle ist übrigens die abnorm große Gefrierpunktserniedrigung, der 
eine ähnlich abnorme Dampfdruckerniedrigung entspricht, schon seit 
langem ein Problem, das, soweit ich sehen kann, auch heute noch ungelöst 
ist“ (l. c. 1916, S. 603). Es ist also noch nicht entschieden, ob es nicht 
gerade in diesem Falle keine direkte Abhängigkeit der Gefrierpunkts- 
erniedrigung von dem osmotischen Drucke gibt. In der Tat, wenn wir die 
isotonischen Koeffizienten mit denjenigen nach der elektrischen Leit- 
fähigkeit berechneten vergleichen, so finden wir eine Übereinstimmung 
zwischen den beiden Methoden der Permeabilitätsbestimmung. So ist, 
nach Fitting, der gefundene isotonische Koeffizient von MgCl, ign = 2,49 
und der berechnete i = 2,45, bei SrCl, (on = 2,49 und + = 2,46, bei 
Cal ien = 2,46 und t = 2,45 bis 2,46, bei BaCl; fọn = 2,42 und 
‘= 2,41. Somit sind die gefundenen Koeffizienten entweder größer als 
die theoretischen oder ihnen gleich. Die isotonischen Koeffizienten 
der Nitrate der Erdalkalimetalle sind nach Fitting größer als die berechneten 
nach der Leitfähigkeit oder zugleich auch größer als die berechneten nach 
der Gefrierpunktserniedrigung oder endlich ihnen gleich. Nur in einem 
Falle, nämlich für Sr(NO,),, fand Fitting ign = 2,35 und # = 2,43, also 
war der berechnete Koeffizient größer. Bedenken wir aber, daß Sr(NO,), 
auch sehr hygroskopisch ist, so läßt sich ein möglicher Fehler bei der Be- 
stimmung der Konzentrationen dieses Salzes kaum vermeiden. Es bleibt 
nur Mg SO, zurück, dessen gefundener Koeffizient don = 1,05 und berechneter 
Koeffizient ¿ = 1,1 ist. Ich glaube aber, daß das Nichtübereinstimmen davon 
abhängt, daß der theoretische Koeffizient ungenau ausgerechnet ist (nur 
die Zehntel sind angegeben). 

Wir kommen also zum Schluß, daß die Versuche Fittings im großen 
und ganzen eine Übereinstimmung zwischen den Resultaten, die nach 
- der Methode der isotonischen Koeffizienten erhalten wurden und den- 
jenigen, die nach der Methode des Plasmolyseausgleiches gefunden wurden, 
beweisen. Die Behauptung des genannten Forschers, daß Unterschiede 
zwischen gefundenen und theoretischen Koeffizienten von Salzen nur 
physiologische Ursachen, übrigens noch ganz unbekannter Art, haben 
(l. c. 1919, S. 1), müssen wir als experimentell unbegründet betrachten. 

Besonders deutlich tritt die Voreiligkeit dieser Behauptung Fittings 
im Lichte der von mir gefundenen Tatsache zutage, daß die isotonischen 
Koeffizienten, welche an den Gelenkzellen der Leguminosen gefunden 
werden, ungewöhnlich klein im Verhältnis zu den theoretischen Koeffi- 
zienten sind (z. B. ist der gefundene Koeffizient von Salpeter 1,7, während 
der theoretische Koeffizient 3,1 gleich ist). Das Protoplasma der Gelenk- 
zellen ist bekanntlich ungewöhnlich leicht permeabel für gelöste Stoffe). 

Wenden wir uns nun zu den Versuchen Fittings mit Glycerin und 
Harnstoff. 

Die Versuche mit Harnstoff zeigten, daß die Durchlässigkeit des 
Protoplasmas für diesen Stoff, bestimmt nach dem Plasmolyseausgleich, 
ungefähr so groß ist wie diejenige für Salpeter oder Kochsalz, und daß der 


1) Man siehe meinen Aufsatz in Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 26a, 231, 
1908. 
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osmotische Koeffizient, ähnlich wie bei diesen Salzen, von dem theoretischen 
Koeffizienten abweicht (1919, S. 166). Somit gaben die beiden Methoden 
übereinstimmende Resultate. 

Was nun die Versuche mit Glycerin anbelangt, so bestätigten sie 
zunächst, wie diejenigen mit Harnstoff, daß Glycerin durch das Protoplasma 
leicht durchdringt und daß sein isotonischer Koeffizient viel kleiner ist 
als der theoretische isosmotische Koeffizient. Die Nichtübereinstimmung 
der beiden Methoden der Permeabilitätsbestimmung äußert sich aber 
hauptsächlich in den Versuchen mit Einwirkung von destilliertem Wasser 
und des Verweilens der Schnitte im feuchten Raum. Schließlich machte 
Fitting den Schluß, daß ‚irgendwelche Beziehungen zwischen der Größe 
des osmotischen Koeffizienten und der Größe der Permeabilität der be- 
treffenden Zellen für Glycerin‘ nicht bestehen, sofern man die Geschwindig- 
keit des Plasmolyseausgleiches als Maßstab für die Durchlässigkeit benutzt 
(1919, S. 166). 

Ich habe schon darauf hingewiesen, daß die Methode des Plasmolyse- 
ausgleiches manchmal nur zweideutige Resultate liefern kann, weil man 
nicht entscheiden könnte, ob der beobachtete Plasmolyseausgleich durch 
das Eindringen des plasmolysierenden Stoffes in den Zellsaft oder durch 
eine Bildung der osmotisch wirksamen Substanzen in demselben verursacht 
wird. Daher würde man mit gleichem Recht den Satz Fittings in der folgen- 
den Weise ändern können: ‚irgendwelche Beziehungen zwischen der Ge- 
schwindigkeit des Plasmolyseausgleiches und der Größe der Permeabilität 
der betreffenden Zellen für Glycerin nicht bestehen, sofern man die iso- 
tonischen Koeffizienten als Maßstab für die Durchlässigkeit benutzt‘. 

Ich glaube aber, daß man auch im Falle des Glycerins eine Überein- 
stimmung zwischen den beiden Methoden doch finden könnte, wenn man 
die von Fitting mitgeteilten Tatsachen einer Kritik unterwerfen würde. 

Am auffallendsten ist in Versuchen Fittings, daß sich die Grenzkonzen- 
trationen von Glycerin nach vorheriger Wässerung der dicken Schnitte 
erhöht (1919, S. 164 bis 165) und daß diese Konzentrationserhöhung auch 
in den dicken Schnitten ausbleibt, wenn man die Schnitte vor dem Über- 
tragen in die Glycerinlösung ‚‚dünn schneidet‘‘. Diese sonderbare Tatsache 
läßt unwillkürlich vermuten, daß die beobachtete Erhöhung der Grenz- 
konzentration von Glycerin nur eine Folge der Ungenauigkeit der 
Bestimmung dieser Konzentration darstellt. 

Solche Vermutung wird durch die Tatsache bekräftigt, daß die Ver- 
schiebung der Grenzkonzentration nicht bei allen untersuchten Blättern 
gleich groß war und bei manchen Blättern gänzlich fehlte. Werfen wir einen 
Blick auf das Verfahren zur Ermittlung der Grenzkonzentrationen und 
des Plasmolyseausgleiches, welches Fitting in seinen Versuchen anwandte. 

Auf der 8.19 (l.c. 1919) finden wir die Beschreibung eines Versuchs, 
welchen wir als Muster einer ganzen Versuchsreihe betrachten können. 
Wir erfahren, daß die Konzentrationen der plasmolysierenden Lösungen 
sich um 0,0078 Gramm-Mol Glycerin unterscheiden, so daß die Grenzkonzen- 
tration höchstens nur bis zu einer Genauigkeit von 2 Proz. bestimmt werden 
könnte, und dies nur in dem Falle, wenn diese Konzentration an ein 
und demselben Schnitte festgestellt würde. Fitting brachte aber eine Reihe 
von Schnitten nacheinander in die Glycerinlösungen von steigenden Kon- 
zentrationen. Da der Zellsaft verschiedener Schnitte ungleich konzentriert 
war, notierte Fitting dieselbe Plasmolysegröße in 0,25408 Gramm-Mol und 
in 0,26968 Gramm-Mol Glycerin, so daß er die Grenzkonzentration nur bis 
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zu einer Genauigkeit von ungefähr 10 Proz. bestimmen konnte. In einem 
anderen Versuche (S. 19) finden wir sogar, daß bei der Konzentration 
0,30878 Gramm Mol (+ 6a) eine Plasmolyse beobachtet wurde, während in 
0,31038 Gramm-Mol (+ 8a) wieder keine Plasmolyse bemerkt wurde. Im 
dritten Versuch (N 24, S. 20) finden wir, daß die Schnitte in 0,23852 
+ 3. 0,0078 Gramm-Mol und in 0,23852 + 10. 0,0078 Gramm-Mol gleich stark 
plasmolysiert waren, so daß der Fehler ungefähr 20 Proz. der ganzen 
Größe war. 

Solch eine kleine Genauigkeit der Bestimmung der Grenzkonzen- 
trationen würde uns die Variation der isotonischen Koeffizienten von 
Glycerin erklären, welche Fitting in seinen Versuchen beobachtete. Wollen 
wir aber voraussetzen, daß die Genauigkeit der Feststellung der Grenz- 
konzentrationen in den Versuchen Fittings im allgemeinen größer war. 

Aus dem oben zitierten Versuche (S. 19) folgt, daß nach dem Verweilen 
der Schnitte in Wasser während 15 Minuten das Gleichgewicht in Glycerin- 
lösungen sehr bald hergestellt wurde und nach einer Plasmolyse während 
1 Stunde die Grenzkonzentration sich bedeutend vergrößerte, was zweifellos 
eine Glycerinendosmose anzeigt. Wenn aber die Schnitte während 9 Stun- 
den in Wasser verblieben waren, wurde zunächst eine Erhöhung der Grenz- 
konzentration von Glycerin beobachtet. Diese Grenzkonzentration ver- 
kleinerte sich aber nach der Plasmolyse während einer Stunde, so daß 
man vermuten darf, daß das Gleichgewicht noch nicht eingetreten war, 
als die erste Grenzkonzentration bestimmt wurde. Wenn man sich an die 
Tatsache erinnert, daß die Erhöhung der Grenzkonzentration nur an dicken 
Schnitten beobachtet wurde, könnte man aus den Versuchsresultaten 
Fittings schließen, daß das Verweilen der Schnitte in Wasser die Permeabilität 
der an die Epidermis grenzenden Gewebe für Glycerin vermindert und 
daher die Plasmolyse verlangsamt. Die Ursache dieser Erscheinung ist 
mir unbekannt, und es wäre vielleicht notwendig, sie genauer zu erforschen. 
Jedenfalls gibt es vorläufig keinen Grund zu behaupten, daß die Methode 
der isotonischen Koeffizienten uns keinen Aufschluß darüber geben kann, 
ob sich die Permeabilität für Glycerin geändert hat oder nicht. 


D, Die Permeabilitätsänderung 
nach der Methode der isotonischen Koeffizienten. 


In diesem Abschnitt möchte ich zeigen, daß die Resultate, welche 
ich in meinen früheren Arbeiten mittels der Methode der isotonischen 
Koeffizienten erhalten habe, keine Änderung erfahren, wenn bei der Be- 
rechnung der Koeffizienten die Lösungskonzentrationen nicht in Gramm-Mol 
auf l Liter Lösung, sondern in Gramm-Mol. auf 1000g Wasser ausgedrückt 
werden, und die gefundenen isotonischen Koeffizienten mit den theoretischen 
isosmotischen Koeffizienten verglichen werden, welche aus der Gefrier- 
punktserniedrigung berechnet sind. 

Ich führe hier einige Angaben an, die von mir an Gelenkzellen von 
Phaseolus multiflorus und Epidermiszellen von Tradescantia (Rhoeo) discolor 
erhalten worden waren und zugleich dieselben Angaben, aber umgerechnet, 
entsprechend der erwähnten Rechnungsweise der Konzentrationen und 
Koeffizienten. 

In der folgenden Zusammenstellung (S. 304) bedeuten: p; und p, — die 
Konzentrationen von Zucker und Salpeter, ausgedrückt in Grammen auf 
100 cem Lösung (Proz.), die von mir durch Plasmolyse ermittelt worden 
waren und isotonisch sind; C, und C, — dieselben Konzentrationen, aber 
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umgerechnet in Gramm-Mol auf 1 Liter Lösung; n; und ne — dieselben 
Konzentrationen, aber umgerechnet in Gramm-Mol auf 1000 g Wasser 
(„numerische‘‘ Konzentrationen); ngs — die Konzentration (in Gramm Mol 
auf 1000 g Wasser) der Salpeterlösung, welche dieselbe Gefrierpunkts- 
erniedrigung zeigt wie die Zuckerlösung von der Konzentration n, (theo- 
retische isosmotische Salpeterkonzentration: ts). Weiter bedeuten: K. — 
den isotonischen Koeffizienten, der in meinen früheren Arbeiten nach den 
Volumkonzentrationen C, und C, berechnet worden war; Kn — den iso- 
tonischen Koeffizienten, der nach den ‚‚numerischen‘‘ Konzentrationen n, 
und n, berechnet ist; K; — den isosmotischen theoretischen Koeffizienten, 
der nach den Konzentrationen n, und nų, berechnet ist. In allen Fällen 
wurde bei der Berechnung angenommen, daß der isotonische und isosmotische 
Koeffizient von Zucker 1,88 gleich ist. Weiter ist ue — der Permeabilitäts- 
koeffizient meiner früheren Arbeiten, berechnet nach der Formel 


le = l1 — n wo K der nach der elektrischen Leitfähigkeit berechnete 
theoretische Koeffizient ist; un — der Permeabilitätskoeffizient, berechnet 


nach der Formel un = 1 — Si, 

Aus der angeführten Zusammenstellung der von mir früher erhaltenen 
und der umgerechneten Versuchsresultate ersehen wir, daß die Umrechnung 
der Konzentrationen in Gramm-Mol auf 1000g Wasser und die Berechnung 
der theoretischen isosmotischen Koeffizienten nach der Gefrierpunkts- 
erniedrigung die Resultate der Versuche nicht ändert. Die Permeabilität 
des Protoplasmas der Gelenkzellen ist auch bei dieser Rechnungsweise 
außerordentlich groß, und zugleich ist sie in den Zellen der oberen Gelenk- 
hälfte etwas größer als in den Zellen der unteren Gelenkhälfte. Im Lichte 
bleiben die Permeabilitätskoeffizienten größer als im Dunkeln, und bei 
der Einwirkung von Äther sind diese Koeffizienten kleiner. 

Wir haben früher erwähnt, daß Fitting eine hemmende Wirkung von 
Salpeter auf die Plasmapermeabilität annimmt, obwohl er diese Wirkung 
nicht zu beweisen vermochte. Wenn wir auf einen Augenblick voraus- 
setzen, daß die Annahme Fittings richtig ist, würde der hemmende, aber 
sehr langsam wirkende Einfluß von Salpeter die Resultate meiner Versuche 
schon deshalb nicht ändern, weil in parallelen Versuchen die Schnitte 
während derselben Zeitlang in Wasser, sowie auch in Salpeterlösungen 
verblieben, so daß eine kleine Permeabilitätsänderung, wenn eine solche 
stattgefunden hätte, überall dieselbe wäre. Somit halte ich die Einwände, 
welche Fitting gegen die Resultate meiner Versuche erhob, für widerlegt. 

Aus den Versuchsresultaten, welche von mir mittels der Methode der 
isotonischen Koeffizienten erhalten wurden, geht schon klar hervor, daß 
diese Methode die beste Methode zur Feststellung der Permeabilitäts- 
änderungen des Protoplasınas darstellt. Mit ihrer Hilfe war ja die Ver- 
größerung der Permeabilität infolge der Verstärkung der Beleuchtung 
und die Verkleinerung derselben unter dem Einfluß der Narkotika entdeckt 
worden, welche später durch andere Methoden bestätigt wurden. Ich möchte 
hier daran erinnern, daß ich die Verminderung der Permeabilität nach 
Verdunkelung an Gelenkzellen durch eine andere plasmolytische Methode 
und auch durch ein direktes Abwägen der aus den Gelenkzellen exosmieren- 
den Stoffe beweisen konnte!). Die Verminderung der Permeabilität durch 


1) Man siehe meinen Aufsatz in Beiheften z. Bot. Centralbl. 1909, S. 321. 
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Narkose wurde aber bald nach dem Erscheinen meiner Arbeit allgemein. 
anerkannt. | 

Hier möchte ich noch die Arbeit von Segel zitieren, welche im Jahre 1915. 
in russischer Sprache erschien!). In dieser Arbeit wurde die Anhäufung 
von Anilinfarben durch Spirogyra, Trianea bogotensis (Wurzeln und 
Wurzelhaare), Lemna minor (Wurzeln), Azolla coroliniana (Wurzeln und 
Wurzelhaare), Elodea densis (Blätter) und Primula sinensis (Epidermis-. 
zellen von der unteren Blattseite) unter verschiedenen Bedingungen studiert 
und eine Verminderung der Geschwindigkeit der Farbstoffanhäufung, 
hervorgerufen durch niedrige Temperaturen, Verdunkelung und Narkose 
konstatiert. Da diese Arbeit bis jetzt nur in russischer Sprache veröffentlicht 
worden ist, möchte ich hier einige Versuche, welche in dieser Arbeit be- 
schrieben sind und die Einwirkung von Licht und Narkose betreffen, 
skizzenhaft referieren. 

In den Versuchen mit der Farbstoffspeicherung im Lichte und im 
Dunkeln wurden Blättchen von Elodea densis in eine mit Knopscher Lösung 
(0,5 Proz.) gefüllte Glasschale gebracht und dem zerstreuten Sonnenlicht 
ausgesetzt, wobei die Blättchen von allen Seiten mittels Spiegels beleuchtet 
wurden. Eine andere Portion von Blättchen wurde in dieselbe Lösung und 
in den schwarzen Kasten gebracht. Nach Verlauf von 2 Stunden wurden 
die beiden Portionen von Blättchen in dieselbe Knopsche Lösung gebracht, 
die aber entweder Methylenblau oder Neutralrot (Konzentration: 
0,0004 Proz. und in anderen Versuchen 0,0008 Proz.) enthielt und nachher 
die erste Portion im Lichte, die andere — im Dunkeln belassen. Das Zu- 
setzen der Knopschen Mischung ist beim Studium der Farbstoffspeicherung 
sehr nützlich, weil dadurch die Adsorption von Farbstoffen durch die 
Zeilwände vermieden wird. Nach Verlauf von 3 bis 8 Stunden erwies sich 
stets, daß die Blättchen im Lichte viel mehr Farbstoff absorbiert hatten 
als im Dunkeln. Man machte alsdann farbphotographische Aufnahmen. 
der gefärbten Blättchen, welche später in einer Sitzung der Gesellschaft 
der Naturforscher in Kasan demonstriert wurden. Die gefärbten Kopien 
dieser Photographien sind zur Arbeit beigelegt. 

Die Versuche mit der Einwirkung von Äther und Chloroform auf die 
Farbstoffspeicherung wurden an Spirogyra, Trianea, Lemna und Elodea 
gemacht. Die Konzentrationen von Methylenblau und Neutralrot waren 
0,0004 und 0,0008 Proz., diejenigen von Chloroform waren 0,1 und 0,05 Proz., 
diejenigen von Äther 2 und 21, Proz. 

Die Haare von Trianea waren nach dem Verbleiben in chloroformhaltigen 
Lösungen von Methylenblau während 40 Minuten bis 21, Stunden immer 
schwächer gefärbt als nach dem Verbleiben während derselben Zeitlang in 
chloroformfreien Lösungen. 

Die Wurzeln von Lemna wurden zu demselben Zwecke in den Lösungen 
während 12 bis 16 Stunden gehalten. Das Resultat war dasselbe. Besonders 
groB war aber der Unterschied zwischen narkotisierten und nicht- 
narkotisierten. Elodea-Blättern (Einwirkung dauerte 3 bis 20 Stunden). 
Der Unterschied in der Färbung wurde ebenfalls durch eine farbphoto- 
graphische Aufnahme demonstriert. 

Wenn man statt Methylenblau Neutralrot verwandte, so war das 
Resultat entgegengesetzt. Die narkotisierten Objekte speicherten Neutralrot 


1) Segel, Über die Ursache der selektiven Permeabilität des Protoplasmas. 
Traveaux de la societé de naturalistes 47, H. 4, Kasan 1915 (russisch). 


306 W. W. Lepeschkin: 


schneller als die nichtnarkotisierten. Diese entgegengesetzte Wirkung der 
Narkotika auf die Speicherung von Methylenblau und Neutralrot ist voll- 
kommen verständlich, weil Chloroform und Äther das Auflösen von Methylen- 
blau im Protoplasma hemmen, das Auflösen von Neutralrot fördern. 
Chloroform löst das trockene Methylenblau nur sehr schwach, Äther löst 
es gar nicht. Nach dem Zusatz von Wasser zu einer Lösung von Methylen- 
blau in Chloroform zieht Wasser den Farbstoff sofort aus, und Chloroform 
wird farblos. Wenn eine wässerige Lösung von Methylenblau mit Chloroform 
oder Äther geschüttelt wird, so bleiben die letzteren farblos. Im Gegenteil, 
löst sich Neutralrot gut in Chloroform und Äther (gelbe Lösung) und nach 
dem Zusatz von Wasser zu Lösungen dieses Farbstoffs in Chloroform oder 
Äther, färbt sich Wasser nur sehr schwach rosa, während Chloroform und 
Äther ebenso intensiv gelb gefärbt bleiben. Nach dem Zusatz von Chloroform 
und Äther zu wässerigen Lösungen von Neutralrot färben sich diese Stoffe 
sofort gelb, Wasser wird dagegen in großem Grade entfärbt. 


Schluß. 


1. Die Methode der isotonischen Koeffizienten zur Feststellung 
der Permeabilitätsänderungen des Protoplasmas basiert auf einer 
festen physikalisch-chemischen Grundlage: der im Osmometer beob- 
achtete hydrostatische Druck ist infolge der Permeabilität der Membrane 
für gelösten Stoff kleiner als der theoretisch berechnete osmotische 
Druck. 


2. Der Einfluß der Permeabilität des Protoplasmas auf die osmo- 
tische Kraft des Zellsaftes und der plasmolysierenden Lösungen ist 
ebenfalls bewiesen. Dieser Einfluß ist von der Ansammlung des in 
das Protoplasma eindringenden Stoffes im Zellsaft unabhängig. 


3. Die Methode der isotonischen Koeffizienten kann Änderungen 
der Permeabilität des Protoplasmas um 20 bis 3 Proz. ihrer Größe ent- 
decken. Sie vermag aber die Permeabilitätsgröße nur annähernd zu 
bestimmen. 


4. Die Versuchsresultate werden wenig und nur quantitativ ge- 
ändert, wenn man anstatt volumnormaler Konzentrationen die Kon- 
zentrationen in Gramm-Mol auf 1000 g Wasser benutzt und die theo- 
retischen isosmotischen Koeffizienten nach der Gefrierpunkts- 
erniedrigung (statt elektrische Leitungsfähigkeit) berechnet. 

5. Die Einwände Fittings gegen die Methode der isotonischen 
Koeffizienten sind unbegründet. 

6. Die Resultate, welche zuerst mittels der Methode der isotonischen 
Koeffizienten erhalten waren, wurden auch durch andere Methoden 
bestätigt. Durch diese Methode wurde die Permeabilitätsverminderung 
unter dem Einfluß der Verdunkelung oder von Narkotika und Per- 
meabilitätsänderung unter der Wirkung der Richtungsänderungen der 
Schwerkraft bewiesen. 
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7. Von den plasmolytischen Methoden ist die Methode der iso- 
tonischen Koeffizienten die beste, weil ihre Resultate von Änderungen 
der Zellsaftkonzentrationen beinahe unabhängig sind und weil die 
Zellen bei der Anwendung dieser Methode nur eine verhältnismäßig 
kurze Zeit unter anomalen Bedingungen verbleiben. 

8. Die von Fitting beschriebene Wirkung der Wässerung auf die 
Erhöhung der Grenzkonzentrationen von Glycerin soll näher 
untersucht werden, weil sie wahrscheinlich von einer Ungenauigkeit 
der Methode herstammt. 
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Untersuchungen über die Hypophysengewichte von Pferden. 


Von 
Yutaka Saito. 


(Aus dem physiologischen Institut des Tokio-Charity-Hospital.) 
(Eingegangen am 2. September 1923. ) 


Die Hypophyse ist im Laufe des Lebens in bezug auf ihre Größe 
mannigfachen Veränderungen unterworfen. Bekanntlich zeigt sich im 
Laufe der Entwicklungsjahre eine deutliche Abhängigkeit der Hypo- 
physe von der wachsenden Geschlechtsfunktion. Hypogenitale Zu- 
stände gehen häufig mit Vergrößerung der Hypophyse einher. Be- 
sonders deutlich ist gerade beim weiblichen Geschlecht während der 
Gravidität wie überhaupt bei jeder Anschoppung der Uterusschleimhaut 
(Menstruation, Brunstzeit) Zunahme an Hypophysensubstanz beob- 
achtet. Die Veränderungen, die die Hypophyse in der Gravidität, 
bei Wachstumsvorgängen erleidet, sitzen stets in dem drüsigen Teile 
des Organs, d. h. im Vorderlappen. So häufig diese Befunde auch durch 
mannigfache Einzeluntersuchungen an Mensch und Tier erhoben sind, 
so vermißt man doch eine an größerem Material einheitlich durch- 
geführte Statistik. 

Mir selbst war es vergönnt, 2 Jahre hindurch die Hypophysen 
mehrerer 100 Pferde untersuchen zu können. Es handelte sich größten- 
teils um Stuten, die zur Serumgewinnung im hygienischen Institut. 
standen, körperlich gesund und von fast gleichem Körpergewicht 
waren. Das Alter der Tiere lag zwischen 5 und 17 Jahren, in den weitaus 
meisten Fällen zwischen 7 und 10 Jahren. 

Die Hypophysen wurden stets äußerst schonend sofort nach dem 
Tode des Tieres herausgenommen und auf Längen- und Gewichts- 
verhältnisse hin untersucht. Die Herauslösung aus der Sella turcica 
war leicht, denn von 373 Hypophysen wurden nur bei sechs Tieren 
Verwachsungen beobachtet. Die Trennung von Vorder- und Hinter- 
lappen geschah unter Zuhilfenahme der Lupe. 

Die einzelnen Wägungen ergaben folgende Durchschnitiswerte bei 
nicht trächtigen Stuten: 
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= Kome Hypophyse 
Ç gewicht ewicht 


Vorder» | Hinter» Hypophyse | 
i lappen lappen mg pro kg Jahreszeit 1919, 1920 
g g Körpergew. 
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0,72 | 5,2 | Januar 





KI 
Eu | 
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1,80 0,62 56 ‚Februar 
1,90 0,60 5,6 März 

1,80 0,60 54 April 

1,80 0,60 5,2 Mai 

2,0 0,60 58 Juni 

2,0 0,60 | 5,1 "delt 

1,90 0,70 - 5,7 || August 
1,90 0,70 5,7 || September 
1,70 0,80 54 Oktober 
1,80 0,60 4,9 "November 
1,90 0,60 5,7 | Dezember 
1,84 | 120 | 08 5 


Ki 


Durchschnittswerte von Weallachen. 


14 | 33229 | 176 | 106 | 070 | 53 || 
Durchschnittswerte von trächtigen Stuten. 
6 3825 | 206 | 150 | 0566 | — ||(10. bis 11. Mens.) 
Durchschnittswerte beim normalen Rind. 
54 l Ka | 1,60 | 1,00 | 0,60 | KE | 
Durchschnittswerte beim Menschen. 
de: 29 A | 0,88 | — | — | 29.8 1 bis 5 Tage post partum.) 
2 | 0,03 — — 13,7 | (Neugeborene) 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, zeigt die Hypophyse der unter- 
suchten normalen Stuten durchschnittlich das gleiche Gewicht. Eine 
leichte Gewichtszunahme findet sich in den Frühsommermonaten Juni 
und Juli, die Zunahme ist auf die eigentliche innersekretorische Drüse, 
den Vorderlappen, beschränkt. Ob diese mit physiologischen Zuständen 
zusammenhängt, ist nicht klar, da es für Pferde keine eigentliche Brunst- 
zeit geben soll. Die Hypophyse des Wallachs bleibt im Gewicht des 
Vorderlappens und damit der Gesamtdrüse hinter dem der Stute 
zurück (leider fehlt ein Durchschnittsgewicht der Hypophyse von 
Hengsten, so daß man hätte entscheiden können, ob es sich bei den 
Kastraten um Vermehrung oder Verminderung des Gewichtes handelt). 
Nach den allgemeinen Anschauungen wäre eine Zunahme zu erwarten 
gewesen. Deutlich war der Gewichtsunterschied der Hypophysen von 
trächtigen und nicht trächtigen Stuten. Da für die Rinderhypophysen 
Angaben über Alter und Gewicht der Tiere fehlen — die Drüsen waren 
vom Schlachthof bezogen —, läßt sich nur mit Vorsicht sagen, daß 


1) Das Durchschnittsgewicht der normalen erwachsenen Japanerin 
beträgt etwa 35 kg. 


21” 
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die Rinderhypophyse wenig hinter der des Pferdes zurückbleibt. Die 
menschliche Hypophyse überragt, auf Körpergewicht bezogen, weit die 
Gewichtszahlen der untersuchten Tiere, die Säuglingshypophyse war 
2,ö5mal, die von Graviden fünf- bis sechsmal größer. 

Nachdem das Gewicht der frisch entnommenen Drüse bestimmt 
war, wurden die einzelnen Teile auf ihre pharmakologische Wirksamkeit 
hin untersucht. Zu diesem Zwecke wurden die isolierten Lappen in 
der Reibschale zerrieben, mit der fünffachen Menge 0,9proz. Na(l- 
Lösung aufgeschwemmt und 24 Stunden bei 0° stehengelassen. Zur 
Sterilisation wird das Filtrat mit 0,5 Proz. Phenol versetzt. 


Im Tierversuch wurde die Wirkung des Hinterlappenextraktes auf den 
Meerschweinchenuterus, ferner auf den Mäusedarm geprüft. 

Drei am Ende der Trächtigkeit befindlichen Meerschweinchen wurde je 
0,1 ccm 20proz. Hinterlappenextraktes subkutan injiziert. Der Erfolg 
zeigte sich in sofort einsetzenden starken Wehen mit starker Kontraktion 
der Bauchpresse, die bei einem Tiere zum Partus führten. 

Bei einem ohne Narkose laparatomierten, nicht trächtigen Meer. 
schweinchen war nach Injektion von 0,lccm 20proz. Hinterlappen- 
extraktes gleichfalls starke Kontraktion des Uterus zu beobachten. 

Zur Untersuchung der Darmwirkung erhielten drei 13g schwere 
Mäuse, nachdem sie zuvor mit Hafer, Reis und Brot gefüttert waren, von 
einem bestimmten Zeitpunkt an mit Fuchsin gefärbtes Futter. Zu einer 
Zeit, in der der gefärbte Speisebrei den oberen Dünndarm erreicht hatte, 
wurden die Tiere laparatomiert. Darauf wurde jeder Maus 0,01 ccm 20proz. 
Hinterlappenextraktes subkutan injiziert. Sofort trat starke Peristaltik 
des gesamten Darmkanals ein, die 5 Minuten lang anhielt. Deutlich konnte 
man an der Grenze zwischen gefärbtem und ungefärbtem Darminhalt 
die rasche Vorwärtsbewegung erkennen. Bei einem in gleicher Weise vor- 
behandelten Tiere, das aber keine Injektion erhielt, sah man den Darm- 
inhalt nur langsam vorwärtsschreiten. 

Intravenöse Injektion von 1 bis 2ccm des Hinterlappenextraktes 
rief bei kreißenden Frauen (13 Fälle) durchschnittlich schon nach 9 Minuten 
starke Wehen hervor. Asphyxie des Kindes infolge zu heftiger Uterus- 
kontraktion wurde zweimal beobachtet. Außerdem wurden Blutdruck- 
steigerung, Pulsverlangsamung und Harnvermehrung beobachtet. Die 
Hypophysenextrakte von Wallachen erschienen etwas schwächer wirksam 
als die Extrakte normaler Tiere (10 Fälle. Am deutlichsten zeigte sich 
die Wirkung nach Injektion von Material, das von trächtigen Stuten ge- 
wonnen war (4 Fälle), eine Tatsache, die man bei physiologischer Be- 
trachtungsweise auch erwarten dürfte. Infundibularextrakt (1 ccm, 1 Fall) 
hatte nur ganz geringe Wirkung. Vorderlappensubstanz hat überhaupt 
keinen erkennbaren Einfluß auf den Uterus der gebärenden Frau und konnte 
die Hinterlappenwirkung in keiner Weise beeinflussen. Auch das Mittel- 
lappenkolloid zeigte nur eine ganz geringe Uterusaktivität. 

Die hergestellten Hinterlappenpräparate behielten relativ lange Zeit 
ihre Wirksamkeit. Erst nach 5 bis 6 Monaten nahm ihre Kraft ab, und 
nach einem Jahr waren sie etwa ein Drittel so wirksam als ursprünglich. 

Im Serum von Kreißenden konnte die Wirkung des uterotonen Hormons 
bei Übertragung auf andere Gebärende und auf Wöchnerinnen nicht nach- 
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gewiesen werden. Die Versuche wurden folgendermaßen ausgeführt: Von 
gebärenden Frauen wurde kurz vor Austritt des kindlichen Kopfes auf der 
Höhe einer starken Wehe aus der Armvene Blut entnommen. Je 10 ccm 
Serum aus diesem Blut wurden anderen Gebärenden, deren Wehen schwach 
waren, intravenös injiziert. Eine Verstärkung der Wehen trat darauf nicht 
ein. Ebensowenig wurde die Retraktion des Uterus in den ersten Tagen 
des Wochenbettes durch Injektion des Serums von Gebärenden be- 
schleunigt. 


Zusammenfassung. 

Aus einem größeren Material von Pferden werden die Gewichts- 
verhältnisse der Hypophysen in verschiedenen Jahreszeiten und unter 
Berücksichtigung des Geschlechtes untersucht. Dabei ergibt sich bei 
Stuten ein Mehrgewicht in den Monaten Juni und Juli. Die Hypophysen 
trächtiger Stuten sind erheblich schwerer als die von nicht trächtigen, 
die von Wallachen deutlich leichter. Die Gewichtsunterschiede sind 
bedingt im wesentlichen durch den Anteil des Vorderlappens. 


Zur Kenntnis der spezifischen Asche der Eiweißkörper. 


Von 
R. Mieses. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Krankenanstalt Rudolf-Stiftung 
in Wien.) 


(Eingegangen am 2. September 1923.) 


Seit den ersten Bestrebungen der Reindarstellung der Eiweiß- 
körper hat sich als eine rätselhafte Tatsache ergeben, daß auch bei 
den subtilsten Reindarstellungsversuchen die Eiweißkörper immer 
einen als Verunreinigung angesehenen Gehalt an anorganischer Substanz 
aufweisen. Bei der hohen und noch nicht aufgeklärten Bedeutung, 
die die anorganischen Salze bzw. der Mineralstoffwechsel überhaupt 
im Organismus spielt, lag es nahe, der Frage nachzugehen, ob diese 
Mineralbestandteile wirklich als eine Art Verunreinigung anzusehen 
wären, oder ob nicht in diesem scheinbar untrennbaren Gehalt an 
anorganischer Substanz nicht ein wesentlicher Zusammenhang zu er- 
kennen wäre. So ist z. B. bekannt, daß Fibrin einen ziemlich konstanten 
Gehalt an phosphorsaurem Kalk besitzt, und daß ebenso wie z. B. das 
Hämoglobin als Eisenträger des Eiweißes erscheint, auch andere Eiweiß- 
körper ganz bestimmte Verbindungen mit anorganischen Substanzen 
eingehen, und daß vielleicht darauf die Untrennbarkeit von Asche- 
bestandteilen zurückzuführen sei. Auf Anregung von Prof. Freund 
habe ich nun versucht, unter möglichst gleichmäßigen Bedingungen 
die Eiweißfraktionen des Blutserums zu fraktionieren und zu dialysieren, 
und dann deren Aschegehalt zu untersuchen und miteinander zu ver- 
gleichen. 


Versuchsanordnung. 

Das Eiweiß, das im Rinderserum enthalten ist, wird mittels um- 
kristallisierten Ammonsulfats fraktioniert ausgesalzen. Zuerst wird das 
Serum auf Drittelsättigung (spezifisches Gewicht 1,0854) gebracht, wobei 
Euglobulin ausfällt: aus dem Filtrat fällt bei Halbsättigung (spezifisches 
Gewicht 1,1282) Pseudoglobulin aus, schließlich wird aus dem Filtrat 
des Pseudoglobulins bei Ganzsättigung Albumin ausgesalzen. Beim 
Filtrieren wird der jeweilige Niederschlag mit entsprechender Ammon- 
sulfatlösung (Drittel-, Halb- und Ganzsättigung) gut ausgewaschen 
(was manchmal tagelang gedauert hat) und in destilliertem Wasser 
gelöst. Das Albumin ergibt eine klare Lösung, die Globuline eine 
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trübe, die dann während der Dialyse in zwei Teile, den in Wasser ge- 
lösten und den darin unlöslichen zerfallen. 

Die Dialyse der mit Toluol versetzten Eiweißlösungen geht in 
Pergamentbeuteln gegen destilliertes Wasser vor sich. Der Endprozeß 
wird durch Abwesenheit des NH, Long angezeigt (Nesslers Reagens). 
Dann werden die wasserlöslichen Teile der Globuline von den unlöslichen 
durch Zentrifugieren getrennt. Die wasserunlöslichen Globuline werden 
in Essigsäure gelöst!). Das Quantum einzelner Eiweißlösungen wird 
gemessen und der Trockengehalt bestimmt. 


Resultate. 


Die Eiweißlösungen werden in Platinschalen unter Zugabe von 
Ammonnitrat vorsichtig verascht, in gewogene Platintiegel gespült, 
leicht geglüht und gewogen. 

Durchschnittlich verhielt sich das Gewicht des wasserlöslichen 
Pseudoglobulins zu dem wasserunlöslichen wie 10:21, das des wasser- 
löslichen Euglobulins zu dem wasserunlöslichen Teile wie 29: 16. 
































iweiß» 
Nr. | ee EE 
g g Proz. 
l1 ` Albumin | 
Balls Szene ee ne 7,0006 ı 0,0246 — 0,35 
De a ae 5,3256 : 0,0201 0,37 
EE ' 53062 ` 0,0414 | 0,78 
2 | Pseudoglobulin, wasserunlöslich: | 
SEENEN 2,9030 0,0093 0,32 
| aa EEE ' 5,7437 | 0,0150 0,14 
| EE 4,8031 0,0135 : 0,28 
| eo a EEECEE 4,8280 || 0,0153 0,32 
3  Pseudoglobulin, wasserlöslich: ' 
Ëer ZER Ee RE N RE e i 2,5567 0,0066 0,26 
ID ee EE ee a e S | 3,9240 ' 0,0091 0,23 
ae en er De | 2,9640 ` 0,0164 0,5 
4 ` Euglobulin, wasserunlöslich: y 
O ` EE a a e a EE 5,3916 0,0055 0,16 
SEENEN 4,1412 0,0077 0,17 
EE EES 3,57 " 0,0116 | 0,32 
ne A rd er ar | 4,41 
eg 3,30 0,925] 02 
5 = Euglobulin, wasserlöslich: 
EE 11,1348 0,0100 — 0,10 
De ne ee re 7,4445 ' 0,0998 0,13 
EES ' 1,8184 0,0053 ' 0,29 
O ana ee line Sala Be wer 4,7256 
EEE 8.7660] ` 00397 | 0,29 


1) Es bleibt nach dem Zentrifugieren noch ein ganz geringer Rückstand, 
der in Essigsäure unlöslich ist. 

2) Die lateinischen Buchstaben a, b, c, d, e, bezeichnen die nacheinander 
verarbeiteten verschiedenen Seren, von denen je 1 Liter verarbeitet wurde. 
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Die erhaltenen Resultate geben kein eindeutiges Bild. Es wiederholt 
sich zwar öfters der Aschegehalt, der etwa 0,3 Proz. des Trockeneiweißes 
entspricht, und zwar bei den verschiedensten Fraktionen, andererseits 
finden sich bei verschiedenen Fraktionen auch andere Werte, die um so 
interessanter erscheinen, als sie nicht etwa eine unregelmäßige Er- 
höhung zeigen, sondern entweder das Doppelte oder die Hälfte dieses 
Wertes. Es braucht nicht besonders hervorgehoben zu werden, daß 
in genauester Weise Kontrolle darüber geübt wurde, also nicht etwa 
ein Wiegefehler diese Unregelmäßigkeiten verursacht hat. Ein Blick 
auf die Tabelle zeigt, daß die erhöhten Zahlen nicht nur bei einem 
Serum, sondern auch bei anderen gefunden worden sind, so daß wir 
als Ergebnis der Untersuchung festhalten müssen, daß eine bestimmte 
Beziehung zwischen den Eiweißfraktionen und ihren Aschen bestehen 
muß, die zwar nichts Spezifisches für die einzelnen Fraktionen zeigt, 
und deren Verschiedenheiten am ehesten auf den Grad der Dialyse 
bezogen werden dürften. 

Ein weiterer Unterschied hat sich aus der Trennung der Aschen 
in wasserlöslichen und wasserunlöslichen Teil ergeben, wie die nach- 
folgende Tabelle zeigt: 

















ge i Er entre ` Mittelzahl 
i _ | og Ire Pozo 
1 || Albuminasche: | | 
EE d 0,1036 l 
| Er E N E S E | 0,0541 | 
Ä Albuminasche, wasserlösliche Teile: 
IR RE | 0,0824 | 57,24) ` az 
Le EE 0,0248 | 45,24 i 
| Albuminasche, wasserunlösliche Teile: i 
E ` EE ee e a i 0,0412 42,76 
EE 5476] | 4976 
2. Pseudoglobulin, wasserunlöslich: | 
EE EE | 0,0512 
| EEGENEN i 0,0135 | 
| Pseudoglobulin, wasserlösliche Teile: | l 
LG DESEN ' 0,0057 11,34 
E ; 00090 | 22 j, 167 
| Pseudoglobulin, wasserunlösliche Teile: | | 
Br e ae E ee ee 0,0455 88,66 
EE oos | me j; 92 
3 ' Pseudoglobulin, wasserlöslich: | | 
Mi A ea aa e E Be Bere e ai 0,0599 | 
De ee | 0,0204 | 
Pseudoglobulin, wasserlösliche Teile: | | 
Mr ER | 0,0323 | 53,92) | „ug; 
I EE 00119 | 58 
| Pseudoglobulin, wasserunlösliche Teile: 
a EE EE 0,0276 46,08 
E De aaae ea e 0,0085 ` 42 | 0 
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| Gesamtasche Mittelwert 


g | Proz. Proz. 








| SE | u 
4 | . Euglobulin, GH | | 





EE E E T : 0,0292 
o EE E E E E A E EE 0,0251 
Kaes wasserlösliche Teile: 
RE U GE r E a a R E | 0,0100 34,24) | 39285 
! b Da a a e E E E 0,0079 31,47 ? 
 Euglobulin, wasserunlösliche Teile: 
ME a a a ee 0,0192 65,76 
E EEE 0.0172 | 68 “| 67,56 
5 ' Euglobulin, wasserlöslich: 
E me 0,0204 
b Een de. Alan T yo ea er BE de | 0,0397 
| EE wasserlösliche Teile: | | 
a ee ee Be ee : 0,0134 65,68 
See ` 00215 | 55 en 
nun wasserunlösliche Teile: | 
BT re va de ECKE , 0,0070 34,32 29.66 
b Be ande Aa E De Rd | 0,0182 45 | i 





Wie ersichtlich ist, zeigen die wasserunlöslichen Teile der Serum- 
eiweißfraktionen: das wasserunlösliche Pseudoglobulin wie das wasser- 
unlösliche Euglobulin, exzessiv erhöhte wasserunlösliche Anteile der 
Asche, während die wasserlöslichen Fraktionen des Serumeiweißes 
ein Überwiegen der wasserlöslichen Aschebestandteile zeigen, bei Pseudo- 
globulin mehr als bei Albumin, bei Euglobulin mehr als bei Pseudo- 
globulin. 

Das begreifliche Interesse durch Spezialuntersuchung die Ana- 
lysen zu ergänzen, hat sich zunächst beschränken müssen auf das Ver- 
hältnis von Phosphorsäure, Kalk und Magnesium, wie es sich aus der 
nachfolgenden Tabelle, in Prozenten auf 100 Teile Asche bezogen, 




















ergibt: 

geg IE 
ee Proz. _ Bros Proz. ___ 
Albumin `. . 2... 220220. 9,09 16,04 1,62 
Pseudoglobulin, wasserunlöslich . 32,87 9,3 3,40 
Pseudoglobulin, wasserlöslich . . | 23,82 17,5 2,04 
Euglobulin, wasserunlöslich . 32,28 13,65 2,95 
Euglobulin, wasserlöslich . . . . | 15,51 19,11 1,77 


Es ist uns dabei klar, daß diese Phosphorsäurewerte nicht nur 
vom anorganischen, sondern auch vom organischen Phosphor des 
Leeithins und der Nucleine stammen, aber trotzdem scheint uns die 
Gesamtheit dieser Phosphorsäure charakteristisch. Es ergibt sich, 
daß beim Albumin das Verhältnis von P,O, zu Ca ein aufsteigendes, 
bei den löslichen Anteilen der löslichen Globuline ein ungefähr gleiches, 
bei den unlöslichen Anteilen ein absteigendes ist. Die wasserunlöslichen 
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Fraktionen zeigen einen erhöhten Gehalt an Magnesium, die löslichen 
Anteile des Euglobulins und Pseudoglobulins den gleichen Mg-Gehalt; 
beim Albumin ist der Mg-Gehalt kleiner als bei den Globulinen. 

Fassen wir also die Resultate zusammen, so ergeben sie zwar 
noch kein Bild einer spezifischen Asche der einzelnen Fraktionen des 
Serumeiweißes, aber immerhin haben sich ganz auffallende und charak- 
teristische Unterschiede in den einzelnen Aschebildern erkennen lassen. 
daß die Mineralbestandteile keine regellosen Beimengungen der rein 
dargestellten Eiweißkörper bilden, sondern Beziehungen existieren, die 
noch weiter studiert werden müssen. 
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Versuche an überlebendem Carcinomgewebe. 
(Methoden.) 
Von 
Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 3. September 1923. ) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Es liegt nahe, das Carcinomproblem dadurch anzugreifen, daß 
man die chemischen Umsetzungen vergleicht, die durch überlebendes 
Gewebe von Tumoren und von normalen Organen herbeigeführt werden. 
Sind diese Umsetzungen nach Art und Geschwindigkeit gleich oder 
sind sie verschieden ? 

Die Frage ist nicht neu, ich erinnere an die Untersuchungen 
über den ‚„Fermentstoffwechsel‘‘ der Tumoren, an die Arbeiten!) von 
Petry, Neuberg, Blumenthal, Buxton, Schaffer u. a. über die Autolyse, 
Lipolyse und Amylolyse des Tumorgewebes. — 

Geht man darauf aus, eine Erklärung für das Wachstum der 
Tumoren zu finden, so sind in erster Linie diejenigen chemischen 
Reaktionen ins Auge zu fassen, auf deren Kosten das Wachstum vor sich 
geht, die energielseternden Reaktionen. Tut man das, so wird man zwei 
Mängel früherer Versuchsanordnungen vermeiden, die mechanische Zer- 
störung des Gewebes und den Zusatz antiseptischer Stoffe. Denn 
man weiß, daß die energieliefernden Reaktionen an die Struktur 
gebunden sind, und daß sie durch antiseptische Stoffe gebemnmt werden. 

Die energieliefernde Reaktion, die bei geringstem Stoffumsatz die 
größten Energiemengen frei macht, ist die Sauerstoffatmung. Spaltungs- 


l1) Literatur bei C. Neuberg, Handb. d. Biochem. 2, 2. Teil, S. 380, 1909, 
und Blumenthal, Die chemischen Vorgänge bei der Krebskrankheit. Berlin 
1910. 
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reaktionen liefern bei gleichem Stoffumsatz sehr viel weniger Energie. 
Soll also eine chemische Reaktion für die Zelle als energieliefernde 
Reaktion von Bedeutung sein, so muß ihr Stoffumsatz mindestens 
gleich dem Stoffumsatz der Sauerstoffatmung, im allgemeinen aber 
sehr viel größer sein. Beachten wir dies, verlangen also, daß die Energie, 
die frei wird, kommensurabel sei mit der Energie der Sauerstoffalmung, 
so ist der Kreis der Reaktionen, die uns interessieren, erheblich ein- 
geengt und umfaßt nicht Vorgänge, wie Autolyse oder Lipolyse, die 
praktisch keine Energie liefern. 





Im folgenden soll eine Methode beschrieben werden, die es erlaubt, 
mit überlebendem Carcinomgewebe in vitro quantitative Versuche aus- 
zuführen. Die Methode arbeitet mit wenigen Milligrammen Gewebe, mit 
Versuchszeiten von 30 bis 60 Minuten und liefert Werte, die auf 5 bis 
7 Proz. genau sind. 

Die Anwendung auf ein transplantables Tiercarcinom — das 
Flexnersche Rattencarcinom — ergab zwei Resultate. Das erste läßt 
sich dahin zusammenfassen, daß die Sauerstoffatmung der Tumorzelle'), 
sowohl hinsichtlich ihrer Größe, als auch hinsichtlich ihrer Beeinfluß- 
barkeit, ‚normal‘ ist, d. h. sich nicht wesentlich von der Sauerstoff- 
atmung normaler Epithelzellen unterscheidet. 

Das zweite Resultat ist, daß die Tumorzelle Traubenzucker zu 
Milchsäure spaltet?), in einem Umfange, der die durch normale Epithel- 
zellen bewirkte Spaltung bei weitem übertrifft. Diese Spaltungsreaktion 
verhält sich gegen Narkotika wie eine energieliefernde Reaktion, sie 
erfüllt ferner unsere hinsichtlich der Umsatzgröße aufgestellte Forderung. 
Denn in 6 bis 10 Stunden spaltet der Tumor eine seinem Eigengewicht 
gleiche Zuckermenge, und die Energie, die hierbei frei wird, beträgt 
35 bis 42 Proz. der Energie der Sauerstoffatmung. 


Die ersten Messungen der Tumoratmung und der Zuckerspaltung 
durch Tumoren hat Herr Laborant Hamann im vergangenen Jahre 
ausgeführt. Anfang dieses Jahres übernahm Herr Dr. Seigo Minami 
die Fortsetzung der Versuche. Er wird in der folgenden Arbeit selbst 
die Resultate seiner Messungen mitteilen, während ich mich in der 
vorliegenden ersten Arbeit auf die Beschreibung der Methoden be- 
schränke. 


1) Auf eine Arbeit von Russell und Gye über die Atmung von zerriebenem 
Tumorgewebe (The British Journ. of exper. Pathol. 1, H. 4, 1920) wird in 
der folgenden Arbeit näher eingegangen werden. 

2) O. Warburg und Seigo Minami, Klin. Wochenschr. 2, Nr. 17, 1923. 
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Einteilung. 
I. Die Berechnung der Grenzschnittdicke. 
II. Die Herstellung der Gewebeschnitte. 


III. Die Messung der Sauerstoffatmung. 
(Apparatur, Berechnung, Bemerkungen.) 


IV. Definition der Atmungsgröße. 
V. Die Glykolyse. 


VI. Die Messung der Glykolyse. 
(Apparatur, Berechnung, Bemerkungen.) 


VII. Definition der Größe der Glykolyse. 
VIII. Versuche mit größeren Gewebemengen. 


I. Die Berechnung der Grenzschnittdicke. 


Wir betrachten einen Gewebeschnitt in einer Lösung, aus der er 
Stoffe verbraucht und an die er Stoffe abgibt. Ist der Stoffverbrauch 
groß und der Gewebeschnitt dick, so wird sich, wegen der Langsamkeit 
der Diffusion, nur eine mehr oder weniger tiefe Rindenschicht des 
Gewebes an dem Stoffwechsel beteiligen, der Kern des Schnittes da- 
gegen untätig bleiben. Mißt man den Stoffumsatz und bezieht ihn 
auf die Gewichtseinheit Gewebe, so erhält man schwankende und 
quantitativ nicht verwertbare Resultate, weil das Verhältnis zwischen 
tätigen und untätigen Gewebeteilen wechselnd und gänzlich un- 
definiert ist. 

Lassen wir die Dicke des Schnittes fortgesetzt abnehmen, so 
nimmt mit der Länge des Diffusionsweges auch der untätige Gewebe- 
antell ab und verschwindet schließlich. Die Schnittdicke, bei der dies 
eintritt, wollen wir als ‚„Grenzschnittdicke‘‘ bezeichnen, eine Größe, die 
die obere Grenze der Schnittdicke angibt, über die nicht hinaus- 
gegangen werden darf, sollen die Messungen quantitativ verwertbar sein. 

Es ist klar, daß die Grenzschnittdicke von Fall zu Fall verschieden 
ist, weil sie von der Größe des Stoffumsatzes, von der Diffusions- 
konstante der reagierenden Stoffe, von dem Einfluß der Konzentrationen 
auf den Stoffumsatz und anderen Faktoren abhängt. Ihre Be- 
rechnung, die im allgemeinen auf große Schwierigkeiten stößt, soll 
hier für einen einfachen Fall, die Sauerstoffatmung, durchgeführt 
werden. 

Mißt man die Sauerstoffatmung einzelliger Organismen — also 
für sehr kleine Diffusionswege — bei verschiedenen Sauerstoffdrucken, 
so findet man sie in weiten Grenzen unabhängig vom Sauerstoffdruck. 
Es ist daraus zu schließen, daß der Verbrauch an Sauerstoff in weiten 
Grenzen unabhängig ist von der Sauerstoffkonzeptiation in der Zelle, 
und von dieser die Rechnung vereinfachenden Tatsache wollen wir 
ausgehen. 
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Wir stellen uns einen durch parallele Flächen begrenzten Gewebe- 
schnitt von der Dicke d vor (Abb. 1), der in einer sauerstoffhaltigen 
Lösung so schnell bewegt werde, daß an der Grenze zwischen Schnitt 
und Lösung die konstante Sauerstoffkonzentration c, herrscht. Die 
Grundfläche des Schnittes sei g, d sei so klein, daß die Diffusion 
durch die Seitenwände des Schnittes vernachlässigt werden kann. Der 

Sauerstoffverbrauch des Gewebes pro 

z -Achse Volum- und Zeiteinheit sei bekannt 

und werde mit A bezeichnet. D sei die 

Diffusionskonstante des Sauerstoffs für 

d die Gewebesubstanz. 

Wir legen die z-Achse (Abb. 1) senk- 

recht zur Grundfläche des Schnittes 

und fragen nach der Sauerstoffkonzentration c, die im stationären 
Zustande in der Entfernung z von der Grundfläche herrscht. 

Fassen wir ein Schnittelement von der Grundfläche q und der 
Höhe dz in der Entfernung z von der Grundfläche ins Auge, so diffundiert 
in der Zeit dt an Sauerstoff in das Schnittelement hinein 


dc 
= D- tta 


und in der gleichen Zeit bei z + dz aus dem Schnittelement heraus 


de d@c 
2: + ES dz) dt. 

Da der Zustand stationär ist, so bleibt die Konzentration des 
Sauerstoffs in dem Schnittelement konstant, und die Differenz zwischen 
dem, was bei z in das Element hineingeht, und dem, was bei z + dz 
aus dem Element herausgeht, muß gleich dem verbrauchten Sauer- 
stoff sein: 


Abb. 1. 


d de 
— Där +D. det Deg E dz-dt A-g-dz-di, 


woraus folgt 
de A 


daD’ a 
d. h., die Änderung des Gefälles in der Richtung der z-Achse ist konstant. 
Gleichung (1) ergibt integriert 
1 
=, Det Ce (2) 
Die Integrationskonstante C, eliminieren wir mit Hilfe der Beziehung 


c=c für z =0. Um die Integrationskonstante C, zu eliminieren, 
machen wir von nun an die Einschränkung, daß die Schnittdicken 
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zwischen Null und der Grenzschnittdicke liegen. Dann ee = 0 


dz 
für z= S und Gleichnng (2) geht über in 
„„14._14, 3 
"ren > D .2 + Co (3) 


ei a d Seege 
Setzen wir hier z = z’ 80 erhalten wir die Sauerstoffkonzentration c, 


in der tiefsten Zellschicht 


Für kleine Werte von d wird c, nahezu gleich c,. Lassen wir d wachsen, 
so wird c, kleiner und schließlich gleich Null. Die Schnittdicke, bei 
der dies eintritt, ist die Grenzschnittdicke d. die mithin gegeben ist 
durch die Gleichung 


oder 


d == ae ä- (4) 


Nach den Messungen von A. Krogh!) diffundieren bei 38° durch 
einen Gewebequerschnitt von lqcem pro Minute 1,4.107°ccm 
Sauerstoff (0°, 760 mm), wenn das Gefälle 1 Atm. pro Zentimeter 
beträgt. Setzen wir diesen Wert in (4) ein, also D = 1,4 . 1075, so 
ist Go in Atmospbären auszudrücken, A in 

Kubikzentimeter veratmeten Sauerstoffs 
Kubikzentimeter Gewebe. Minuten ` 

A ist verschieden je nach dem Gewebe, dessen Atmung wir messen. 
Als Beispiel wählen wir Lebergewebe und setzen den von Barcroft 
und Shore?) gefundenen Höchstwert em, nämlich 5. 10-2. 


Wir finden so für die Grenzschnittdicke d: 


D A Co (Atm.) d’(cm) 
1,4. 10-3 5.102 1,0 4,7.1072 
LA Ir? 5.10—2 0,2 2,1.1072 


Soll also der Gewebeschnitt in allen, auch den von der Oberfläche 
entferntesten Teilen atmen, so muß er dünner sein als 4,7 . 107? cm, 
wenn er in reinem Sauerstoff aimet, und dünner als 2,i . 1072 cm, 


1) A. Krogh, Journ. of Physiol. 52, 391, 1919. 
2) Barcroft und Shore, ebendaselbst 45, 296, 1912. 
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wenn er in Luft atmet. Da die Herstellung von Schnitten um so 
schwieriger ist, je dünner sie sein sollen, so wird man die Atmung im 
allgemeinen in reinem Sauerstoff messen. 

Wie groß der Kohlensäuredruck hierbei an irgend einer Stelle 
des Gewebes ist, können wir leicht berechnen, wenn wir den Kohlen- 
säuredruck an der Schnittoberfläche konstant halten. Die Rechnung 
ist ganz analog der oben für Sauerstoff durchgeführten. Ist der Kohlen- 
säuredruck an der Schnittoberfläche Null, so erhalten wir 

, , D 
d = Vs Co ER (5) 
wo d die aus Gleichung (4) berechnete Grenzschnittdicke bedeutet, 
A wieder die Atmung des Gewebes pro Volum- und Zeiteinheit, D die 
Diffusionskonstante für Kohlensäure, e den Kohlensäuredruck in der 
tiefsten Zellschicht. 

d' ist für Leber in reinem Sauerstoff gleich 4,7.10-?cm. Die 
Diffusionskonstante der Kohlensäure ist nach Krogh!) 35mal größer 
als die Diffusionskonstante des Sauerstoffs, D also 35.1,4.10-°. 
A ist gleich 5. 10”, co hier unbekannt. Lösen wir Gleichung (5) nach 
Ca auf, so wird 

l (d)? A (4,7.10-2)2 5.10=2 

We ern 35.14.1053 — 0,028 (Atm.). (6) 

Lassen wir also einen Schnitt von der Atmung 5.10-? und 
4,7.10”?cm Dicke in reinem Sauerstoff atmen und halten wir den 
Kohlensäuredruck an der Schnittoberfläche auf Null, so stellt sich 
in der tiefsten Zellschicht ein Kohlensäuredruck ei von etwa Zeg Atm. 
ein, entsprechend 3 Volumproz. Kohlensäure. Schreiten wir in dem 
Schnitte von innen nach außen fort, so nimmt der Kohlensäuredruck 
von ou bis Null ab. c, ist der höchste Kohlensäuredruck, der in dem 
Schnitte vorkommt. — 

Will man die Theorie prüfen, so wird man Leberschnitte von 
verschiedener Dicke herstellen, ihre Atmung messen und die er- 
haltenen Werte auf die Gewichtseinheit Gewebe reduzieren. Schnitte, 
deren Dicke unterhalb der berechneten Grenzschnittdicke liegen, 
müssen — wenn die Theorie richtig ist — dieselben, von 
der Schnittdicke unabhängigen Atmungsgrößen ergeben. Über- 


schreitet man die Grenzschnittdicke, so müssen die Atmungsgrößen 
abfallen. 


1) A. Krogh, Le Das Gefälle ist in Atmosphären pro Zentimeter aus- 
gedrückt. Diese Ausdrucksweise ist ungewöhnlich, aber gerechtfertigt 
durch den Umstand, daß man die Löslichkeiten der Gase in der Gewebe- 
substanz nicht kennt. 
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Die Prüfung wurde an Leberschnitten ausgeführt und ergab (vgl. 
die folgende Arbeit) eine Übereinstimmung mit der Theorie, wie sie 
besser auf Grund der gemachten Annahmen nicht erwartet werden 
konnte. 


II. Die Herstellung der Gewebeschnitte 


geschah mittels eines freihändig geführten Rasiermessers, dessen Klinge 
mit Wasser befeuchtet war. Das zu schneidende Organ lag dabei auf 
Filtrierpapier und war an der das Papier berührenden Fläche mit 
Wasser befeuchtet. Es bedarf kaum der Erwähnung, daß die Organe, 
wie sie aus dem Körper kamen, nicht etwa in gefrorenem Zustande, 
geschnitten wurden. 

Es wurden immer mehr Schnitte, als man zum Versuche benötigte, 
hergestellt. Sie wurden in eine Glasschale gelegt, mit der Schere zu 
rechteckigen Scheiben zurechtgeschnitten und im durchfallenden Lichte 
verglichen. Man konnte so leicht die dünnsten und gleichmäßigsten 
Schnitte erkennen. Sie wurden ausgesucht und in eine zweite Glas- 
schale, deren Boden möglichst planparallel war, gebracht. Nach Unter- 
legung von Millimeterpapier wurde festgestellt, wieviel Millimeter- 
quadrate jeder Schnitt bedeckte, und daraus seine Fläche berechnet, 
die 30 bis 50 qmm betragen sollte. 


Um das Volumen der Schnitte zu bestimmen, trockneten wir sie 
bei 100° bis zur Gewichtskonstanz. Das Trockengewicht, multipliziert 
mit 5, gab mit hinreichender Genauigkeit das Frischgewicht und das 
Volumen. 

Mit der Fläche und dem Volumen der Schnitte war ihre Dicke 

, Volumen 
gegeben, nämlich als das Verhältnis lache 
ist dies die „mittlere Dicke‘‘, da die Schnitte in ihrer ganzen Ausdehnung 
nicht gleichmäßig dick waren. 

Es zeigte sich, daß es leicht ist, aus Leber oder aus Tumoren 
Schnitte von 0,2 bis 0,3 mm mittlerer Dicke zu schneiden, die außerdem 
noch die gewünschte Flächenausdehnung von 30 bis 50 qmm besitzen. 
Natürlich ist die Herstellung dünner Schnitte um so schwieriger, je 
ausgedehnter in der Fläche sie sein sollen. Die Ausdehnung der 
Schnitte darf ein gewisses Mindestmaß nicht unterschreiten, weil sonst 
die Schnittgewichte zu klein werden. 

Beim Arbeiten mit Tumoren ist darauf zu achten, daß die 
Schnitte frei von nekrotischem Gewebe sind. Nekrotische Teile von 
Schnitten sind durch ihre gelbstichige Farbe von den weißen nicht- 
nekrotischen Teilen bei einiger Übung mit unbewaffnetem Auge zu 
unterscheiden. 
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- Genauer ausgedrückt, 
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III. Die Messung der Sauerstoffatmung. 
Die Apparatur!) 

zeigt Abb. 2 und 3. 

In Abb. 2 ist Th ein auf 37,50 einstehender Wasserthermostat. 
B ist ein Barcroftmanometer, das mit Hilfe einer Messingtasche in 
die Schüttelvorrichtung Sch eingesetzt ist. Wie B können fünf weitere 
Manometer montiert werden. Ist die Triebrolle R in Bewegung, so 
schwingen die Manometer um die Achsen A mit einer Schwingungs- 
zahl von etwa 120 pro Minute. Die Exkursion einer Schwingung wird 
n:it Hilfe des verstellbaren Exzenters E passend 
eingestellt. Will man die Bewegung der Mano- 
meter unterbrechen — was jedesmal zur Ab- 





Abb. 2. 


lesung der Manometerausschläge nötig ist — so legt man den Treib- 
riemen Tr von der Triebrolle auf eine benachbarte Leerlaufrolle über. 

In Abb. 3 ist der „„Atmungstrog‘‘ abgebildet, der durch den Helm- 
schliff H mit dem Barcroftmanometer verbunden werden kann. G ist 
ein massiver Glasgriff, der zum Eindrehen des Troges in den Helmschliff 
dient. N ist eine feine, auf den Boden des Troges aufgeschmolzene 
Glasnadel, die den Gewebeschnitt S hält. Æ ist ein Einsatz. 

Zum Versuche wird zunächst der obere Rand des Troges paraffiniert, 
indem man ihn an dem Griff @ faßt und mit dem offenen Ende etwa 
lmm tief in erwärmtes hochschmelzendes Paraffin kurz eintaucht. 
Die Paraffinierung des Randes hat den Zweck, eın Überkriechen von 
Flüssigkeit über den Rand des Einsatzes zu verhindern. 

Nunmehr gibt man in den Hauptraum des Troges 0,5 ccm Ringer- 
lösung?), in den Einsatz !/,„cem 5proz. Kalilauge, befestigt den Ge- 


1) Atmungströge und Manometer beziehen wir von Hanff und Buest, 
Berlin, Luisenstraße, die Schüttelvorrichtung von Mechaniker Stenzel, 
Berlin-Halensee, Bornimstraße 20. 

2) Ringerlösung: 100 eem NaCl-, 2 cem KCL, 2cem CaCl,- und 2 ccm 
NaHCO,-Lösung, alle dem Rattenserum (Gefrierpunktserniedrigung 0,56°) 


isoton. 
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webeschnitt so auf der Glasnadel, daß er vollständig in die Ringer- 
lösung eintaucht, verbindet den Trog mit dem Barcroftmanometer, 
füllt ihn unter Schütteln von dem Hahn D (Abb. 2) aus mit Sauerstoff 
und verschließt den Tubus T. Eine starke Feder (in der Abbildung 
nicht gezeichnet) wird über Trog und Helm gezogen, die verhindert, 
daß sich der Helmschliff beim Schütteln lockert. 

Der Durchmesser der Manometerkapillare beträgt 0,8 bis 1,0 mm. 
Als Sperrflüssigkeit verwenden wir Brodiesche Flüssigkeit. Sie 
besteht aus 500 ccm Wasser, 23g Natriumchlorid, 5g gallensaurem 
Natron und ist zur Abhaltung von Bakterien mit so viel alkoholischer 
Thymollösung versetzt, daß sie deutlich nach Thymol riecht. Die 
Brodiesche Flüssigkeit hat den Vorzug, daß sie Glas besser benetzt 
als Wasser, sowie die für Rechnungen bequeme Eigenschaft, daß eine 
Säule von 10000 mm Höhe gerade gleich dem Normaldruck, 760 mm 
Hg, ist. 

Sind die Atmungströge mit ıhren Manometern verbunden und 
in die Schüttelvorrichtung eingesetzt, so wird zunächst 10 Minuten 
zwecks Temperaturausgleich geschüttelt. Ist Temperaturgleichgewicht 
eingetreten, so bringt man die Sperrflüssigkeit mittels der Schraube F 
auf eine bestimmte Marke M und beobachtet nun die Druckänderungen, ` 
die bei konstantem Volumen auftreten, indem man die Sperrflüssigkeit 
im rechten Manometerschenkel immer auf die Marke M nachdrückt. 
Ein Leergefäß von der Form und den Dimensionen der Atmungströge 
dient in bekannter Weise als Thermobarometer und korrigiert die 
beobachteten Manometerausschläge auf die Anfangsbedingungen der 
Temperatur und des Druckes. 


Eichung der Gefäße. 


Die Berechnung des Sauerstoffverbrauchs aus den Manometer- 
ausschlägen erfordert die Kenntnis des Volumens v des Atmungstroges 
bis zum Meniskus M der Sperrflüssigkeit. Um v zu bestimmen, ver- 
fahren wir folgendermaßen: Wir verbinden den leeren, innen feuchten 
Atmungstrog mit seinem Manometer, spannen das Manometer nach 
Abb. 2 ein, wobei der Thermostat auf Zimmertemperatur steht, und 
senken bei offenem Hahn D die Sperrflüssigkeit um die Höhe Ih unter 
die Marke M. Dann schließen wir den Hahn D und drücken die Sperr- 
flüssigkeit in die Höhe, bis der rechte Schenkel wieder auf der Marke M 
steht. Dabei steige der linke Schenkel um die Höhe h, über M hinaus. 
Nunmehr füllen wir in den Atmungstrog durch den Tubus 7 (Abb. 3) ein 
bestimmtes Volumen Wasser — a ccm — ein und wiederholen die be- 
schriebene Manipulation. Dabei steigt der linke Manometerschenkel 
höher, weil dieselbe Gasmasse in einen kleineren Raum bineingedrückt 


22* 
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wird, und zwar steige cr diesmal um die Höhe h,. Dann ist das gesuchte 
Volumen v (Atmungstrog + Kapillare bis zur Marke M) 


ho 
= E 7 
v e SE (7) 
Wählt man das eingedrückte Gasvolumen — das man nicht zu 
kennen braucht — so, daß die verfügbare Manometerhöhe voll ausgenutzt 


wird, und a so, daß es etwa j ist, so erhält man das gesuchte Volumen 


mit einer Genauigkeit von einigen Prozenten. Vorbedingung ist, daß 
die Messung von h, und k, unter praktisch gleichen äußeren Temperatur- 
und Druckverhältnissen vor sich geht, und zwar soll sich zwischen 
beiden Messungen die Zimmertemperatur um nicht mehr als 0,5°, der 
äußere Luftdruck um nicht mehr als 5 mm Hg ändern, Bedingungen, 
die im allgemeinen leicht einzuhalten sind. 

Ist das Volumen v bekannt und beträgt das Volumen der in den 
Trog eingefüllten Flüssigkeit vp, so ist das Volumen des Gasraumes 
ve gleich (v — vr). vg und vp sind die beiden Volumina, die in der 
Formel zur Berechnung des Sauerstoffverbrauchs vorkommen. 


Berechnung des Sauerstoffverbrauche. 

Verschwindet oder entsteht in dem Atmungstroge irgend ein Gas, 
und beträgt die Änderung seines Partialdruckes h mm Brodie, so ist!) 
die verschwundene oder entstandene Gasmenge x in Kubikmillimetern 
(0° 760 mm) 


7 
va + rpa 


xr = h (8) 


10 090 f 
wo T die absolute Versuchstemperatur bedeutet, œ den Absorptions- 
koeffizienten des Gases bei T° und vp und Ge in Kubikmillimetern 
auszudrücken sind. Ist also die Änderung des Partialdruckes k bekannt, 
so erhalten wir x durch Multiplikation von A mit dem in der Klammer 
stehenden Ausdruck — der ‚„Gefäßkonstante“ K. 

Verschwindet ein Gas, so ist h negativ, entsteht ein Gas, so ist A 
positiv. Je nach der chemischen Natur des Gases, dessen Partial- 
druckänderung h ausdrückt, ist die Gefäßkonstante verschieden, weil 
die Absorptionskoeftizienten & für die verschiedenen Gase verschieden 
sind. Wir unterscheiden die Gefäßkonstanten, indem wir ihnen die 
Symbole der Gase als Indices anfügen, wie Ko, oder Kco,- 

Bei der Atmung verschwindet Sauerstoff und entsteht Kohlen- 
säure. Hierbei ändert sich jedoch in dem Atmungstrog der Partialdruck 


1) Die Ableitung der Formel findet man in dieser Zeitschr. 100, 242, 1919. 


m = em gr am 


Versuche an überlebendem Carcinomgewebe. 327 


nur eines Gases, des Sauerstoffs, während der Partialdruck der Kohlen- 
säure durch die Kalilauge des Einsatzes immer nahezu auf Null gehalten 
wird. In diesem Falle ist also die am Manometer beobachtete Druck- 
änderung H gleich der Änderung des Sauerstoffpartialdruckes, und wir 
erhalten für die verbrauchte Sauerstoffmenge 


To, = H Ko,- (9) 


Je kleiner K, desto empfindlicher ist die Methode. Das Volumen 
des Atmungstroges war in unseren Versuchen etwa 4 cem, das Volumen 
der eingefüllten Flüssigkeiten 0,6 cem, nämlich 0,5 cem für die Ringer- 
lösung und 0,1 ccm für die Kalilauge. Aus pe = 3400, vp = 600, 
T = 310,5 und «o, = 0,024 berechnet sich für Ko, ein Wert von etwa 
0,3, was bedeutet, daß ein Manometerausschlag von 1l mm den Ver- 
brauch von etwa 0,3 cmm Sauerstoff anzeigte. 


Bemerkung zu dem Bisherigen. 


Formel (8) ist unter der Voraussetzung abgeleitet, daß in dem 
Atmungstroge die Flüssigkeiten mit den Gasen des Gasraumes gesättigt 
sind. Trifft diese Voraussetzung zu, so hat eine Vermehrung der 
Schüttelgeschwindigkeit auf die Manometerausschläge keinen Einfluß, 
eine notwendige und leicht anzustellende Kontrolle. 

Hat man sich ferner durch Variation der Schnittdicken überzeugt, 
daß die Schnitte hinreichend dünn sind, so sind die wesentlichsten 
Kontrollen ausgeführt und man ist sicher, daß das, was man mißt, 
wirklich die Atmung des Gewebeschnittes in dem Atmungstroge ist. 
Daß diese Atmung — ihrer Größenordnung nach — vergleichbar ist 
mit der Atmung im lebenden Tiere, geht aus den Zahlen der folgenden 
Arbeit hervor, ein Umstand, der dazu ermutigt, das Verfahren überall 
da zu benutzen, wo die Durchblutungsmethode aus irgend einem 
Grunde nicht anwendbar ist. 

Natürlich wird man bestrebt sein, die Bedingungen in dem Atmungs- 
troge so physiologisch als möglich zu gestalten und wird besonders 
solche Abweichungen von dem physiologischen vermeiden, von denen 
man weiß, daß sie die Atmung beeinflussen. Von diesem Gesichts- 
punkte aus möchte ich mit einigen Worten auf zwei offenbar unphysio- 
logische Bedingungen des Verfahrens eingehen, auf die Wasserstoff- 
ionenkonzentration und den Kohlensäuredruck in dem Atmungstroge. 

Die Wasserstoffionenkonzentration bleibt in dem Atmungstroge an: 
genähert auf dem Neutralpunkte, wie man sich leicht durch Zugabe 
von Indikatoren zu der Ringerlösung überzeugen kann, und zwar deshalb, 
weil die aus dem Bicarbonat abdissoziierende Kohlensäure durch 
Atmungskohlensäure wieder ersetzt wird. Im Vergleich zu der 94-Regu- 
lation im Kreislauf ist diese Regulation sehr roh, jedoch genügt sie 
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für die bisher untersuchten Gewebe vollkommen. Denn variiert man 
De mit Hilfe von Pufferlösungen weit über die in dem Troge vor- 
kommenden (Grenzen, von 6,5 bis 8,5, so findet man keine wesentliche 
Beeinflussung der Leber- oder Carcinomatmung. Man sieht daraus, 
daß es nicht erlaubt ist, die Erfahrungen, die an dem Seeigelei!) be- 
züglich Pyu gemacht sind, zu verallgemeinern. 

Der Kohlensäuredruck in dem Gasraum des Atmungsiroges wird 
durch die Kalilauge des Einsatzes nahezu auf Null gehalten. Der 
Kohlensäuredruck im Blute dagegen entspricht im Mittel einigen 
Volumprozenten Kohlensäure. Da man daran gedacht hat, die Kohlen- 
säure sei ein „Hormon“ der Atmung, so habe ich besondere Versuche 
über den Einfluß des Kohlensäuredruckes auf die Leber- und Carcinom- 
atmung angestellt. Hierbei wurde der Kohlensäuregehalt des Gas- 
raumes von einigen Ze bis zu 5 Volumproz. variiert, ein Unterschied 
der Atmungsgrößen jedoch nicht gefunden. 

Aus dem Gesagten ist zu schließen, daß die Abweichungen von 
den physiologischen Verhältnissen, soweit sie die Wasserstoffionen- 
konzentration und den Kohlensäuredruck anbetreffen, bei dem Ver- 
fahren nicht von Belang sind. 


IV. Die Atmungsgröße 
drücken wir durch den Quotienten 


Kubikmillimeter verbrauchten Sauerstoffs , 

Milligramm Gewebe . Stunden 
cmm OÖ, 
mg . Std. 
wir den in £ Stunden beobachteten Sauerstoffverbrauch durch € und 
das Gewicht des Gewebes dividieren. 

Unter dem Gewebegewicht verstehen wir das T’rockengewicht der 
Schnitte. Wir bestimmen es, indem wir die Schnitte nach Beendigung 
der Atmungsmessung aus den Trögen herausnehmen und bei 100° 
bis zur Konstanz trocknen. In allen Fällen war der Stoffumsatz im 
Vergleich zum Gewebegewicht so klein, daß wir das Gewebegewicht 
während der Versuchszeit als konstant betrachten konnten. 


abgekürzt | Jan Wir erhalten also die Atmungsgröße, indem 


1) O. Warburg, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305, 1910. 
2) Sachgemäßer wäre es, die Atmungsgröße auszudrücken durch den 
ern Gewichtsmenge verbrauchten Sauerstoffs D are die Di 
Ke Gewichtsmenge Gewebe . Zeit une 
mension E , und der reziproke Wert würde die Zeit bedeuten, in der eine 
ei 


dem Gewebegewicht gleiche Gewichtsmenge an Sauerstoff veratmet wird. 
Doch würde diese Ausdrucksweise von der in der physiologischen Literatur 
üblichen allzusehr abweichen. 
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Die Versuchszeit betrug Y, bis 1 Stunde. Innerhalb dieser Zeit 
änderte sich der auf die Zeiteinheit bezogene Sauerstoffverbrauch nur 
wenig, so daß es gleichgültig war, welche Zeitintervalle zur Berechnung 
der Atmungsgröße benutzt wurden. 

Die Einheiten, durch die wir die Atmungsgröße ausdrücken, sind 
so gewählt, daß sie sich eng an die beobachteten Größen anschließen. 
Wir benutzen das Trockengewicht, nicht, wie im allgemeinen üblich, das 
Frischgewicht, weil sich nur das erstere hinreichend genau messen läßt. 

Bei der Umrechnung der in der Literatur angegebenen Atmungs- 
größen auf unsere Einheiten ist auf die Umrechnung des Frischgewichtes 
in Trockengewicht besonders zu achten. Barcroft und Shore!) geben 


bi ; ccm (), 
SE EE f 
die Leberatmung an in kg Frischgewicht . Std, Zur Umrechnung au 
unsere Einheiten ist dieser Quotient mit EE = 0,005 


1000 . 1000 . 0,2 
zu multiplizieren. Russell und Gye?) drücken die Atmungsgröße aus 


in nn - Zur Umrechnung auf unsere Einheiten 
„1000 


1000 . 1000 . 0,2 . 0,0167 
Im Zusammenhang dieser Arbeit wichtig ist neben dem Quotienten 


cmm 0, i cal. : | 
F si der Quotient mn "e a , d.h., die pro Stunde und mg 


ist dieser Quotient mit = 0,3 zu multiplizieren. 





Gewebe durch die Atmung freiwerdende Energie. Setzen wir die 
Energie, die beim Verbrauch von lcmm Sauerstoff in der Zelle frei 
wird, gleich 4,8.10° cal, so folgt 


cal. cmm 
Geen, Ya - SE e wë — JJ 0 l \ 
ES ) S SE È SCH a 


V. Die Glykolyse. 


Als Glykolyse wollen wir die Spaltung von Zucker zu Milchsäure 
bezeichnen nach der Gleichung 


Get = 2 C, H,O}. Al) 


Embden?) und seine Schüler haben gezeigt, daß der von Lepine 
gefundene Zuckerverbrauch des Blutes im wesentlichen auf einer Um- 
setzung nach Gleichung (11) beruht, ferner, daß es die Formelemente des 


1) Barcroft und Shore, Journ. of Physiol. 46, 296, 1912. 

2) Russell und Gye, The British Journ. of Experimental Pathology 1, 
H. 4, 1920. 

3) G. Embden und Kraus, diese Zeitschr. 45, 1, 1912. Vgl. auch Levene 
und Meyer, Journ. f. biol. Chem. 15, 65, 1913. i 
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Blutes sind, die den Zucker spalten, und daß dieselbe Umsetzung durch 
Leber bewirkt wird, wenn man sie außerhalb des Organismus durchblutet. 

Bekanntlich besitzen viele niedere Organismen die Fähigkeit, 
Kohlehydrat zu Milchsäure zu spalten. Während wir über die 
Bedeutung der Glykolyse für das Leben der Säugetieızellen nichte 
wissen, ist die Rolle der Kohlehydratspaltung für das Leben der 
Bakterien in vielen Fällen klar: sie liefert die Energie, auf deren Kosten 
beispielsweise die Milchsäurebakterien leben. 

Die Energie, die bei der Spaltung von Traubenzucker nach 
Gleichung (11) frei wird, können wir aus den Verbrennungswärmen 
des Traubenzuckers und der Milchsäure berechnen. Die Verbrennungs- 
wärme eines Mols Traubenzucker beträgt 672000 cal, die Verbrennungs- 
wärme eines Mols Milchsäure nach Otte Meyerhot!) 324000 cal, die Energie- 
änderung bei der Spaltung eines Mels Traubenzucker zu Milchsäure 
mithin 672000 — 2.324000 — 24000 cal (oder pro Gramm Trauben- 
zucker rund 130 cal). 


VI. Die Messung der Glykolyse. 
Die Apparatur, 
die wir zur Messung der Glvkolyse benutzen, ist dieselbe, die wir zur 
Messung der Atmung benutzen (Abb. 2 und 3). 

In zwei Atmungströge I und II, deren Volumen um nicht mehr 
als 10 Proz. differieren soll, bringen wir je einen Gewebeschnitt. In 
dem Troge I befinden sich 0,5 ccm Ringerlösung?), in dem Troge II 
0,5 ccm einer Ringerlösung, der pro Liter 2 g Traubenzucker?) zugesetzt 
sind. Die Schnitte sind in einer größeren Menge Lösung vorgebadet, 
Schnitt I in zuckerfreier Ringerlösung. Schnitt II in zuckerahaltiger 
Ringerlösung. Die Einsätze der Tröge bleiben frei von Kalilauge. 

Nachdem die Tröge mit den Barcreftmanometern verbunden sind, 
werden ihre Gasräume mit einer Mischung von 5 Vol-Proz. Kohlensäure 
und 95 Vol.-Proz. Sauerstoff?) gefüllt und Gewebeschnitte und Lösungen 
durch Schütteln mit dieser Gasmischung ins Absorptionsgleichgewicht 
gebracht. Alles weitere geschieht wie bei der Messung der Atmung 
(vgl. Abschnitt III). 

Die Druckänderung, die in Trog I auftritt, wird verursacht: 
durch den Verbrauch an Atmungssauerstoif, durch die Bildung von 


1) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 129, 594, 1922. 

?) „Ringerlösung für Glykolyse'‘: 100cem NaCl-, 2cem KCL., 2cem CaC,- 
und 20 ccm Na HC O ,-Lösung, alle dem Rattenserum isoton. Sie enthält pro 
Liter etwa achtmal soviel NAHCO,, wie die ‚„‚Ringerlösung für Atmung“. 

3) Der Traubenzucker wird ın der siedenden Salzlösung, vor Zugabe 
des Bicarbonats, aufgelöst. 

t) Oder 5 Vol.-Proz. CO, und 95 Proz. Luft oder 5 Vol.-Proz. CO, 
und 95 Proz. Stickstoff. 
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Atmungskohlensäure und durch die Bildung von Milchsäure (aus un- 
bekannten Substanzen des Zellinnern). Diese Milchsäure tritt in die 
Ringerlösung über, zersetzt hier eine äquivalente Menge Bicarbonat und 
treibt so Kohlensäure in den Gasraum. Die Druckänderung in Trog I 
ist also bedingt durch drei Faktoren. Sie beträgt einige Millimeter 
und interessiert uns nicht ala solche, sondern nur um den Nullpunkt 
für die in Trog II auftretende Druckänderung aufzulegen. 

Die Druckänderung, die in Trog II auftritt, wird verursacht: 
erstens durch dieselben Umstände wie in Trog I, zweitens durch Milch- 
säurebildung aus dem Traubenzucker der Ringerlösung. Diese Milch- 
säure zersetzt eine äquivalente Menge Bicarbonat und treibt so Kohlen- 
säure in den Gasraum. Die Druckänderung in Trog II ist, je nach der 
Natur des Gewebes, verschieden groß, sie beträgt, wenn sich Tumor- 
gewebe in dem Troge befindet, pro Stunde 100 bis 200 mm. 

Hat man die Druckänderungen, die nach einer bestimmten Zeit 
in den Trögen I und II aufgetreten sind, abgelesen, so läßt sich die 
Menge des gespaltenen Zuckers oder die Menge der aus Zucker gebildeten 
Milchsäure in einfacher Weise berechnen. 


Berechnung. 

Wir fragen zunächst nach der Kohlensäuremenge, die durch die 
Glykolyse ausgetrieben ist, wenn die Druckänderungen in den Trögen I 
und II H, und Hy, die Gewichte der Gewebeschnitte m; und mu be- 
tragen, und erhalten die gesuchte Größe in Kubikmillimetern mit Hilfe 
der Gleichung 


Ico, = (mn — HI eg CO, (12) 
2 m S 
in der KL oe die. Gefäßkonstantel) für Kohlensäure” des Troges II bedeutet. 

Man erkennt aus Gleichung (12), daß wir nicht die Gesamtmenge 
an Kohlensäure berechnen, die durch Milchsäure ausgetrieben wird, 
sondern das: plus an Kohlensäure, das auftritt, wenn die Ringerlösung 
Zucker enthält. Die Methode ist also eine Differentialmethode. Sie 
erfaßt nicht die Milchsäure, die aus unbekannten Vorstufen der Zell- 
substanz stammt, sondern nur die Milchsäure, die aus dem Zucker 
der Ringerlösung stammt. 

Da ein Mol Milchsäure ein Mol Kohlensäure austreibt nach der 


Gleichun 
i e CHO + NaHCO; = C,H,0,Na + HCO}, 


so ist 1 cmm Kohlensäure = 0,004 mg Milchsäure äquivalent 


90) 
22400 
und wir erhalten die gebildete Milchsäure (oder den zersetzten Zucker) 
in Milligrammen, indem wir xço, mit 0,004 multiplizieren. 


1) Berechnung von Eco, nach Gleichung (8) dieser Arbeit. 
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Bemerkung zu dem Vorstehenden. 

l. Die Beimischung von Kohlensäure zu dem Gas des Gasraumes 
hat den Zweck, das Carbonat der Ringerlösung auf eine definierte und 
für die Versuche zu vernachlässigende Konzentration zu bringen. Hat 
man zu Beginn der Messung im Gasraum keine Kohlensäure, so werden 
undefinierte und unter Umständen erhebliche Milchsäuremengen zu- 
nächst zur Verwandlung von Carbonat in Bicarbonat verbraucht und 
entgehen der Beobachtung. 

2. Es ist notwendig, daß die Tröge I und II einigermaßen gleich 
sind, weil nur dann die Reduktion von H, auf die Masse mu durch 


Il 

Multiplikation mit dem Faktor Lr erlaubt ist. 

VII. Die Größe der Glykolyse 
drücken wir aus durch den Quotienten 

Milligramm gebildeter Milchsäure 
Milligramm Gewebe . Stunden 
mg . ' ! PELE 

mg. St al Wir erhalten also die Größe der Glykolyse, 


indem wir die in t Stunden beobachtete Milchsäurebildung durch # 
und das Gewicht des Gewebes dividieren. Als Gewebegewicht setzen 
wir wiederum das Trockengewicht ein. 

Die Versuchszeit betrug im allgemeinen eine halbe Stunde. Inner- 
halb dieser Zeit änderte sich die auf die Zeiteinheit bezogene Milch- 
säurebildung nur wenig, so daß es gleichgültig war, welche Zeitintervalle 
zur Berechnung des Quotienten benutzt wurden. 

Im Zusammenhang dieser Arbeit ist wichtig neben dem Quotienten 
Fr al der Quotient LS d.h. die pro Stunde und Milli- 
gramm Gewebe durch die Zuckerspaltung freiwerdende Energie. Setzen 
wir die Energie, die bei der Bildung von l mg Milchsäure frei wird, 
nach Abschnitt V gleich 0,13 cal, so folgt 


cal mg | 
er sch) SE sal 


VIII. Versuche mit größeren Gewebemengen. 





abgekürzt | 








Will man die Glykolyse durch Tumorgewebe mit Hilfe chemischer 
Methoden messen, so braucht man für einen Versuch, um genügend 
große Ausschläge zu erhalten, etwa 100 mg Gewebe oder 50mal mehr, 
als für cine Messung nach der Druckmethode. 

Der Übergang zu größeren Gewebemengen kann nur geschehen, 
indem man die Zahl der Schnitte vermehrt. Denn was im ersten Ab- 
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schnitt hinsichtlich der Schnittdicke gesagt ist, gilt ganz allgemein, 
und man erhält bei Verwendung zu dicker Schnitte nicht weniger 
falsche Resultate, wenn man den verschwundenen Zucker titriert, 
als wenn man ibn nach der Druckmethode mißt. 

Noch mehr als beim Arbeiten mit einem Schnitt ist es beim Arbeiten 
mit vielen Schnitten notwendig, das Gewebe in dem Versuchsgefäß 
zu befestigen. Tut man das nicht, so reiben sich die Schnitte beim 
Schütteln an den Gefäßwänden und aneinander, die Zellen werden 
verletzt, aus ihrem Verband herausg: schüttelt und man hat schließlich 
das, was zu vermeiden ist — den ‚„Gewebebrei‘“. 

Wir verwenden für Massenversuche große ‚„Atmungströge‘‘ von 
der Form der Abb. 3, mit einem Rauminhalt von etwa 100 ccm. Der 
Einsatz für die Kalilauge befindet sich nicht an der Seite, sondern 
in der Mitte des Troges. Die Glasnadeln zum Halten der Schnitte — 
50 pro Trog — sind nicht auf den Boden des Troges aufgeschmolzen, 
sondern auf einen spiralig gebogenen Glasstab, der in den Trog hinein- 
gelegt wird. 

Wie der kleine, so wird der große Atmungstrog durch Schliff 
mit einem Barcroftmanometer verbunden und in der Vorrichtung 
nach Abb. 2 geschüttelt. Nach einer passenden Zeit gießt man die 
Ringerlösung ab und unterwirft sie der chemischen Analyse. Man 
kann so den Zuckerverbrauch oder die Milchsäurebildung durch Tumor- 
gewebe titrimetrisch bestimmen und erhält Werte, die mit den nach 
der Druckmethode gemessenen gut übereinstimmen. 

Liest man beim Schütteln des großen Troges die Druckänderungen 
am Barcroftmanometer ab und titriert nachher in der abgegossenen 
Ringerlösung den Zucker oder die Milchsäure, so hat man eine Ver- 
einigung der Druckmethode mit chemischen Methoden, die in manchen 
Fällen von Nutzen ist. 

Es ist klar, daß es schwieriger ist, mit 50 Schnitten anstatt mit 
einem Schnitte zu arbeiten, da schon die Herstellung von 50 Schnitten 
in der kurzen Zeit, die für die Vorbereitungen zur Verfügung steht, 
nicht leicht ist. Auch findet man selten Tumoren, die 50 nicht-nekrotische 
Schnitte liefern, so daß man, um genügend Material zu erhalten, in 
der Regel mehrere Tumoren schneiden muß. Aus diesen und anderen 
Gründen dienen Massenversuche mit Schnitten mehr zur chemischen 
Kontrolle der bequemeren und prinzipiell vorzuziehenden Methode, 
die in Abschnitt VI beschrieben ist. 


Versuche an überlebendem Carcinomgewebe. 
[Atmung und Glykolyse?)]. 


Von 
Seigo Minami. 
(Aus dem Kaiser Wilhelnı-Institut für Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am. 3. September 1923.) 


Nach den in der vorhergehenden Arbeit beschriebenen Methoden 
habe ich die Sauerstoffatmung und die Glykose für Carcinomgewebe 
und normale epitheliale Gewebe gemessen und will die Resultate, die 
ich erhalten habe, hier mitteilen. Ich übernehme dabei die Definitionen 
und Bezeichnungsweisen der vorhergebenden Arbeit. 

Als Tumormaterial verwendete ich das Flexnersche Ratten- 
carcinom, als Vergleichsmaterial im allgemeinen normale Organe von 
Ratten. Die Versuchsratten waren kleine bis mittelgroße weiße Tiere, 
die mit Roggen ernährt wurden. Den Ausgangstumor verdanke ich 
der Freundlichkeit von Fräulein Dr. Rhoda Erdmann. 

Die Tumoren wurden in kleinen Stückchen unter die Rückenhaut 
überimpft und gingen mit wechselnder, im ganzen befriedigender Aus- 
beute an. Um immer genügend Tumormaterial zu haben, impfte ich 
pro Woche 10 bis 15 Ratten. Die Tumoren wurden zu verschiedenen 
Zeiten nach der Impfung und nachdem sie Gewichte von 3 bis 12g 
erreicht hatten, zum Versuche verwendet. Ein unterschiedliches Ver- 
halten des Materials nach Tumorgröße und Wachstumszeit habe ich 
nicht beobachtet. 

Die Tiere wurden — ohne vorherige Narkotisierung — durch 
Nackenschlag getötet und die Tumoren oder Organe sofort heraus- 
präpariert. Es ist notwendig, daß dies schnell geschieht, insbesondere, 
wenn es sich um die Messung der Sauerstoffatmung handelt. Denn 
Sauerstoffmangel bei Körpertemperatur schädigt bzw. vernichtet das 
Atmungsvermögen vieler Gewebe in kurzer Zeit. 

Waren die Tumoren oder Organe aus dem Körper herauspräpariert, 
so wurden Schnitte mit Hilfe eines Rasiermessers aus freier Hand 


1) Vgl. O. Warburg und Seigo Minami, Klin. Wochenschr. 2, Nr. 17, 1923. 
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hergestellt und in einer größeren Menge derjenigen Lösung vorgebadet, 
in der sie später in dem Atmungstroge untersucht werden sollten. 

Die Tumoren — sowohl kleine als große, alte wie junge — sind 
in der Regel innen nekrotisch. Da man für einen Schnitt nur einen sehr 
kleinen Teil des Tumors braucht, war es im allgemeinen leicht, genügend 
Material aus gesundem Gewebe zu erhalten. Dasselbe gilt natürlich 
nicht von den Massenversuchen mit 50 Schnitten, unter denen immer 
teilweise nekrotische waren. 


Die Flüssigkeit, in der die Atmung gemessen wurde, war Ringersche 
Lösung vom Gefrierpunkte des Rattenserums (— 0,56%). Sie wurde 
aus Stammlösungen zusammengesetzt, die dem Rattenserum isoton 
waren, und zwar durch Vermischen von 100 ccm Natriumchlorid-, 
2ccm Kaliumchlorid-, 2ccm Calciumchlorid- und 2ccm Natrium- 
bicarbonatlösung. 

Die Flüssigkeit, in der die @lykolyse gemessen wurde, war eine 
modifizierte, nämlich bicarbonatreichere Ringersche Lösung, die einige 
!/o Proz. Traubenzucker enthielt. Sie wurde aus Stammlösungen 
zusammengesetzt, die dem Rattenserum isoton waren. 100 ccm Natrium- 
chlorid-, 2 ccm Kaliumchlorid-, 2ccm Calciumchloridlösung wurden 
gemischt, einige !/,, Gramme Merckschen Traubenzuckers in der Siedehitze 
eingetragen und nach Abkühlung 20 cem Natriumbicarbonatlösung 
zugesetzt. Die durch den Traubenzucker verursachte Vermehrung 
des osmotischen Druckes konnte vernachlässigt werden. 


I. Die Sauerstoflflatmung von Lebergewebe. 


Die Grenzschnittdicke für Lebergewebe in reinem Sauerstoff ist 
nach der Theorie!) etwa 0,5 mm. Ich habe eine Reihe von Versuchen 
angestellt, in denen die Schnittdicke unter 0,5 mm — nämlich zwischen 
0,2 und 0,4 mm — lag, und teile sie in Form einer Tabelle (Tab. I) mit. 

Aus der Tabelle ergibt sich zunächst die wichtige, für die Brauch- 
barkeit der Methode entscheidende Tatsache, daß die Atmung der 
Schnitte in dem Atmungstroge hinreichend lange konstant bleibt. 
Denn die beobachteten Druckänderungen in den ersten und den zweiten 
30 Minuten sind innerhalb der Fehlergrenzen — die ich auf 5 bis 7 Proz. 
veranschlage — gleich. 

S z : cmm 0, 

Die Atmungsgröße — der Quotient me LS. 
9 und 13, der Mittelwert ist 10,2. Ein Einfluß der Schnittdicke auf 
die Atmungsgröße ist nicht zu erkennen, wie es auch sein muß, wenn 
die Schnittdicke kleiner ist als die Grenzschnittdicke. 


— liegt zwischen 


1) Vgl. die vorhergehende Arbeit, Abschnitt I. 
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Tabelle I. 
Atmung von Leberschnitten bei 37,5%. O,-Partialdruck etwa 700 mm Hg. 
Schnitt» | Schnitt» | Beobachtete Drucke H WEE dm 
Datum gewicht dicke änderung mm | Ko S Natier Sen Si 
mg BZ | erste 2 zweite te 30° k nm 
l ! l 

11. V. 31 | 030 , —38 | a2 | 0% | 272 | 88 
12. V. 23 | 023  —34 E —35 || 030 20,7 9.0 
14. V. 2,1 0,21 — 30 | —32 | 030 | 1886 8,8 
16. V. 3.6 030  —59 — 7 | 030 ; 348 97 
18. V. A0 031 ' —63 — 62 030 ! 37.5 94 
23. VI. 2.6 022 |, —45 | —48 | 030 | 279 10,7 
22. VI. | 2,5 0,21 —48  —49 0,30 29,1 11,6 
6. VTI. 4,6 0,38 — 8l Tiaa 85 0,30 49,9 10,8 
7. VII., 28 0,25 — 63 — 60 0,30 36,9 13,2 
12. VIT.; 29 oan | —55 ' —53 || 0,0 324 | 112 


Daß die Schnitte tatsächlich hinreichend dünn waren, ergibt sich 
auch aus Versuchen, in denen der Sauerstoffdruck variiert und die 
Atmungsgrößen innerhalb der Fehlergrenzen gleich gefunden wurden 
(Tabelle II). 


Tabelle II. 
Atmung von Leberschnitten bei 37,5° und verschiedenen O,-Drucken. 





Schnitt» O | 
dıcke 2 


O,Druck 2 
Hg mm | mgxXStd. 


mm 











350 0,23 9,0 Leberlappen 


700 030 | 97 1 Schnitte aus demselben 
350 | 0,27 93 | Leberlappen 


in | 023 83 ` Schnitte aus demselben 


Nähert man sich jedoch der Grenzschnittdicke von 0,5 mm oder 
überschreitet man dieselbe, so sinkt, wie zu erwarten, die Atmungs- 
größe (Tabelle III). 











Tabelle III. 
Atmung verschieden dicker Leberschnitte bei 37,5%. O,-Druck 700 mm Hg. 
Schnittdicke | cmm (ie Schnittdicke | emm O 
nm mg X Std. mm | mg X Std S 
0,21 | 8,8 0,50 7,8 
0,30 8,8 0,95 5,8 
0,31 9,4 1,24 5,9 





Es ist merkwürdig und erwähnenswert, daß Zusatz von Nahrungs- 
stoffen — wie Zucker, Aminosäuren — zu der Ringerlösung die Atmung 
der Leberschnitte nicht oder wenig beeinflußt. Natürlich gilt dies 
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nur für die kurzen Zeiten meiner Versuche, und vermutlich auch nur 
für solche Gewebe, die gut ernährten Tieren entnommen sind. 


I. Die Sauerstoffatmung von Carcinomgewebe. 


Ich habe eine Reihe von Versuchen mit Carcinomschnitten an- 
gestellt, deren Dicke zwischen 0,13 und 0,5 mm lag, und teile meine 
Resultate in Form einer Tabelle mit (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Atmung von Carcinomschnitten bei 37,5°. Sauerstoffdruck etwa 700 mm Hg. 




















Schnitts | Schnitt» 
































Pete Drucks» d Ve ; ö 
. and. rungen mm T c cmm 

Datum | gewicht dicke g Ko, SE Stunde ag < Sid. 

u Ä mg mm erste 20 | zweite 201 ) | 
| | 

9. V. | 24 | 0,27 —32 | —34 0,34 22,4 | 9,3 
15. V. 2,5 0,23 | —33 — 29 0,34 22,1 8,9 
Dy | a9 | 049 | —51 —50 | 034 | 344 | 70 
17.V. Za 0,29 | —36  —37 0,31 22,6 7, 
31. V. 22 0,24 | —30 —2 . 0,29 16,0 7,3 
18. VI. | 09 0,13 = ee 0,30 6,6 7,3 
25.VI. | 24 0,30 | —30 : —28 0,28 16,2 7.0 
4. VIL 15 0,19 —?22 | —21 | 0,28 12,2 8,1 
9. VII. 2,5 0,31 —47  —42 0,30 26,7 10,7 
10. VIIL. 1,3 0,22 —22 | —19 0,30 12,3 9,5 
11. VIL | Lé 023 | —23 | 20 | 030 12.9 92 
Mittel: 8,3 


Aus der Tabelle IV ergibt sich zunächst, daß die Atmung der 
Schnitte in dem Atmungstroge hinreichend lange konstant bleibt. 
Denn die beobachteten Druckänderungen in den ersten und zweiten 
30 Minuten sind in der Regel — wenn auch nicht immer — innerhalb 
der Fehlergrenzen gleich. Ich füge hinzu, daß die Atmung oft viele 
Stunden lang konstant bleibt, und daß ich beispielsweise in einem 
über 4 Stunden ausgedehnten Versuche, in acht aufeinanderfolgenden 
Perioden von 30 Minuten, folgende Druckänderungen erhalten habe: 
— 32, — 34, — 33, — 31, — 27, — 31 — 30 und —26 also einen deut- 
lichen Abfall erst in den achten 30 Minuten. 


c 
Die Atmungsgröße des Carcinomgewebes — der Quotient = 5 an 


— liegt zwischen 7 und 11, der Mittelwert ist 8,3. Ein Einfluß der 
Schnittdicke auf die Atmungsgröße ist nicht zu erkennen, woraus 
zu schließen ist, daß die Schnittdicken kleiner waren als die Grenz- 
schnittdicke. 

Derselbe Schluß ergibt sich auch aus Versuchen, in denen der 
Sauerstoffdruck variiert und die Atmungsgrößen innerhalb der Fehler- 
grenzen gleich gefunden wurden (Tabelle V). 
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Tabelle V. 


Atmung von Carcinomschnitten bei 37,5° und verschiedenen Sauerstoff- 
drucken. 





OxDruck Schnitte mm O; ' 
mm Hg SEN mg x Std. 











En | i 3 
700 | 029 ` 7,8 ` Schnitte aus demselben 
| 0,25 78 | Tumor 
Es ist kaum nötig zu erwähnen, daß für erheblich diekere Schnitte 
die Unabhängigkeit vom Sauerstoffdruck nicht gefunden wird, und 
daß allgemein die ‚Unabhängigkeit der Atmung vom Sauerstoffdruck“ 


für eine gegebene Schnittdicke immer nur bis zu einer bestimmten 
unteren Druckgrenze gilt. 


III. Zusammenfassendes über die Sauerstoffatmung. 


Rechnet man die von früheren Autoren gemessenen Atmungs- 
größen von Leber- und Carcinomgewebe auf meine Einheiten um und 
stellt ihnen die an Schnitten gemessenen Atmungsgıößen gegenüber. 
so erbält man folgendes Bild: 


Tabelle VI. 


cmm O, 


Atmungsgrößen in nes Bid 





Autoren = _ Versuchsanor dung 





Leber Carcinom 





A 





\ 





Barcroft u. Shore!) | Durchblutung im lebenden Tier ` 15—15 — 
(Katze) d , 

Usut?) ..... | Intakte Leberlappen in vitro (Maus) | 28 — — 

Russell u. Gye?) .| Filme von Gewebebrei (Maus) 3—4  12—6 

Minamı ..... ! Schnitte von Geweben (Ratte) i 9—13 | 7— 11 


Geht man von der sehr wahrscheinlichen Voraussetzung aus, 
daß die höchsten Werte die richtigsten sind, und vergleicht man zu- 
nächst unter diesem Gesichtspunkte die drei in-vitro-Methoden: Usus, 
Russell, Minami, so erkennt man die Überlegenheit der neuen Methode, 
indem meine Werte drei- bis viermal größer sind als die Werte von 
Usui und Russell. Der Fehler Usuis war. daß seine Organe zu dick 
waren, worauf er selbst hingewiesen hat, der Fehler Russells, daß er 
die Gewebe zerrieb. 


1) Barcroft und Shore, Journ. of Physiol. 45, 296, 1912. 

2) Usui, Arch. f. d. ges. Physiol. 147, 100, 1912. 

3) Russel und Gye, British Journ. of Experiment. Pathology 1. 
Nr. 4, 1920. 


u 
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Weiterhin ist bemerkenswert, daß meine Werte für Leber in der 
Nähe der oberen Grenze von Barcrofts Werten liegen. Wenn, trotz 
der verschiedenen Versuchstiere, ein Vergleich erlaubt ist, so ist zu 
schließen, daß in den Schnitten die Atmung des unversehrten Organs 
im wesentlichen erhalten ist. 


Dies vorausgesetzt, ist das Hauptresultat meiner Untersuchung, 
daß die Atmungsgrößen von Carcınomgewebe und eines normalen epi- 
thelialen Gewebes nicht sehr verschieden sind!), daß also die Messung 
der Sauerstoffatmung nichts ergibt, was das anormale Verhalten des 
Carcinomgewebes, insbesondere sein schnelles Wachstum, erklären 
könnte. 


IV. Die Zuckerspaltung durch Carcinomgewebe 


wurde nach der in Absohnitt VIII der vorhergehenden Arbeit beschrie- 
benen Anordnung gemessen. 


Versuch 1. 40 bis 50 Tumorschnitte wurden auf den Glasnadeln 
der Spirale befestigt, mit 25 ccm einer traubenzuckerhaltigen Ringer- 
lösung?) übergossen und in Sauerstoff bei 37,50 2 Stunden lang ge- 
schüttelt. Dann wurde der größte Teil der Ringerlösung abpipettiert, 
in essigsaurer Lösung mittels Kaolins geklärt, in einem aliquoten Teile 
der geklärten Lösung der Traubenzucker nach Pavy- Kumagawa-Suto?) 
titriert und der gefundene Traubenzucker auf die Gesamtmenge der 


Ringerlösung — 25ccm — umgerechnet. 
25 ccm der Ringerlösung enthielten: 
vor dem Versuch. . . . 60 mg Traubenzucker 
nach dem Versuch . . . 29 mg 2 


In 2 Stunden verschwunden . 31 mg Traubenzucker zu 


Die Gewebeschnitte wurden mit Wasser kurz abgespült und bei 
100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Sie wogen 183 mg. Daraus 
berechnet sich der Quotient Q 


mg verschwundenen Traubenzuckers 31 


mg Gewebe x Stunden ` 183 x2 08 


Versuch 2. Die Anordnung war dieselbe wie beim vorigen Ver- 
suche, doch betrug die Versuchszeit nur eine Stunde. 


1) Möglicherweise ist die etwas geringere Atmung des Carcinom- 
gewebes bedingt nicht durch eine geringere Atmung der intakten 
Carcinomzelle, sondern durch einen Gehalt des Carcinomgewebes an nicht 
mehr intakten, wenn auch noch nicht ‚‚nekrotischen‘‘ Zellen. 

2) Ringerlösung für Glykolyseversuche. Vgl. Einleitung. 

3) Die Methode ist beschrieben in C. Neuberg, Der Harn, 1. Teil, S. 293, 
1911. 
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25 ccm der Ringerlösung enthielten: 
vor dem Versuch . ..... 61 mg Traubenzucker 
nach dem Versuch . . . .. . 45,5 mg e 


In einer Stunde verschwunden . 15,5 mg Traubenzucker 


Das Trockengewicht der Schnitte war 156 mg. Daraus berechnet 
sich für Q 
15,5 
156x1 


Es verschwanden also pro Milligramm Gewebe und Stunde 0,09 
bis 0,1 mg Traubenzucker. Fragen wir nach dem Schicksal des Trauben- 
zuckers, so wäre zunächst daran zu denken, daß er veratmet worden 
sei, eine Annahme, die wir prüfen können, indem wir Atmungsgröße 
und Zuckerverbrauch vergleichen. 1 Mol. Zucker verbraucht in der 
Atmung 6 Mol. Sauerstoff, woraus folgt, daß 1 cmm veratmeten Sauer- 
stoffs 1,34. 107 mg Zucker zum Verschwinden bringen kann. Würde 
nun in der zuckerhaltigen Ringerlösung das gesamte Brennmaterial 
aus der Ringerlösung entnommen — was nicht wahrscheinlich ist —, 
so erhielten wir die Höchstmenge an Zucker, die pro Milligramm Gewebe 
und Stunde durch die Atmung verschwinden könnte, durch Multi- 
plikation der Atmungsgröße mit 1,34 . 10°. 

Die Atmungsgröße von Carcinomgewebe ist nach Abschnitt II 
im Mittel 8,3, die Höchstmenge an Zucker also, die veratmet 
werden könnte, 8,3 .1,34.10-? = 0,0llmg. Indessen verschwindet 
pro Milligramm Gewebe und Stunde rund 0,1 mg Zucker, oder neunmal 
80 viel als veratmet werden könnte. Aus dieser Rechnung geht hervor, 
daß die Atmung das Verschwinden des Zuckers nicht erklärt. — 

An dieser Stelle seien zwei Arbeiten erwähnt, die den Verbrauch 
von Traubenzucker durch Tumorgewebe behandeln. 

Mauriac, Bonnard und Servantiel) berichten über Versuche, in 
denen sie Stücke von Tumoren und von normalen Organen 24 Stunden 
lang in eine zuckerhaltige Salzlösung legten und dann den Zucker- 
verbrauch titrimetrisch ermittelten. Die Autoren geben keine Zahlen 
an, sondern bemerken nur, daß zellreiche Tumoren mehr Zucker ver- 
brauchen als zellarme, und daß Tumoren im allgemeinen nicht mehr 
Zucker verbrauchen als normale Organe. Eine Ausnahme machte 
ein menschliches Epitheliom, das einen besonders hohen Zucker- 
verbrauch zeigte. 

A. Braunstein?) ging von der klinischen Erfahrung aus, daß der 


0,1. 





1) Mauriac, Bonnard und sServantie, Société de Biol. de Bordeaux, 
Seance du 6. Mars 1923. 

2) A. Braunstein, Wratschebnaje Obosrenije Nr. 7, S. 291, 1921; über- 
setzt in der Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 27, 1923. 


m — 
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Zucker im Harn von Diabetikern oft verschwindet, wenn ein Carcinom 
auftritt, und prüfte unter diesem Gesichtspunkte die Zuckerzersetzung 
durch Tumorgewebe, indem er es mit Zuckerlösung im Brutschrank 
autolysierte. „Es zeigte sich in sechs Versuchen nach 12- bis 24stündiger 
Autolyse eine Abnahme des Zuckers von 30 bis 40 Proz. Also fast 
die Hälfte des Zuckers, der sich im Autolysat befand, wurde durch 
das Krebsgewebe zerlegt. Kontrollversuche unter denselben Verhält- 
nissen mit normalem Gewebe (Muskel, Herz, Leber) oder mit gut- 
artigen Tumoren (Fibromyom) fielen negativ aus.“ 

Auch Braunstein gibt keine Zahlen an, aus denen die Zucker- 
spaltung pro Gewichtseinheit Gewebe berechnet werden könnte. Aus 
seinen, wie aus den Angaben der französischen Autoren können deshalb 
bestimmte Schlüsse nicht gezogen werden, ja man kann nicht einmal 
sagen, ob der verschwundene Zucker oxydiert oder gespalten worden 
ist. Es wäre in Hinblick auf meine Ergebnisse erwünscht, wenn die 
genannten Autoren ihre Beobachtungen nach der quantitativen Seite 
weiter verfolgen und vor allem feststellen würden, ob bei ihrer Anordnung 
Milchsäure auftritt. 


V. Die Milchsäurebildung durch Leber- und Careinomgewebe 


wurde nach der in Abschnitt VIII der vorhergehenden Arbeit beschrie- 
benen Anordnung gemessen. 40 bis 50 Gewebeschnitte wurden auf 
den Glasnadeln der Spirale befestigt, mit 25 ccm einer traubenzucker- 
haltigen Ringerlösung (0,25 Proz. Zucker) übergossen und 2 Stunden 
bei 37,5° in Luft geschüttelt. Dann wurde die Lösung von den Schnitten 
abgegossen, Gefäß und Spirale mit Ringerlösung nachgespült und in 
den vereinigten Abgüssen die Milchsäure nach v. Fürth-Charnass!) 
bestimmt. Dabei benutzte ich die Vorschrift von @. Embden?) sowie 
die von O. Meyerhof?) und R. Eget) bei Milchsäurebestimmungen 
gemachten Erfahrungen. 

Das Volumen der vereinigten Abgüsse betrug etwa 50 ccm. Zur Klärung 
nach Schenk wurden 2 ccm konzentrierter Salzsäure und 8ccm proz. 
Sublimatlösung zugesetzt, nach kurzem Stehen filtriert, mit Schwefel- 
wasserstoff entquecksilbert, wieder filtriert und Luft zur Entfernung des 
Schwefelwasserstoffs durchgeblasen. 

Um die Milchsäure auszuäthern, wurde mit Ammonsulfat gesättigt, 
mit Beem 50proz. Schwefelsäure versetzt, in einem Schütteltrichter mit 
dem achtfachen Volumen Äther geschüttelt, der Äther in einen zweiten 
Schütteltrichter abgegossen und in diesem mit 50 Gem n/10 Natronlauge 


1) v. Fürth und Charnass, diese Zeitschr. 96, 199, 1910. 

2) G. Embden in Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. V, 
2, 1256. 

3) O. Meyerhof, Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 232, 1920; 188, 114, 1921. 

t) R. Ege, diese Zeitschr. 184, 476, 1923. 
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geschüttelt. Die Operation wurde achtmal wiederholt, ohne die Lauge 
in dem zweiten Schütteltrichter zu erneuern. Wie man aus den Verteilungs- 
messungen von R. Ege!) berechnen kann, war dann die gesamte Milchsäure 
in die Lauge übergeführt. 

Die Lauge wurde mit Schwefelsäure neutralisiert, die Lösung des 
milchsauren Natrons auf dem Woasserbade bis auf ein kleines Volumen 
eingeengt, mit 300 ccm Wasser in einen geräumigen Destillationskolben 
übergespült und mit Talkum und Schwefelsäure bis zu einem Gehalt von 
0,5proz. freier Säure versetzt. Der so vorbereitete Kolben wurde in eine 
Destillationsvorrichtung eingesetzt, deren absteigendes Rohr in 30 ccm 
m/100 Kaliumbisulfitlösung mündete. Die Sulfitlösung war nach der 
Vorschrift von O. Meyerhof?) mit aus Glas destilliertem Wasser bereitet. 

War durch Erwärmen des Destillationskolbens die Luft aus dem 
Apparat vertrieben, so ließ ich unter langsamem Sieden n/100 Kalium- 
permanganatlösung — 70 bis 90 Tropfen pro Minute — zutropfen. Erst 
wenn im Destillationskolben eine bräunliche Färbung auftrat, erhitzte 
ich stärker, und zwar noch etwa 10 Minuten lang. 


Zur Titration der Sulfitvorlage benutzte ich n/10 Jodlösung aus 
einer in !/„ cem geteilten Bürette. Die 30 ccm vorgelegter Sulfitlösung 
sind äquivalent 6ccm n,10 Jodlösung. Die Milchsäuremengen, die über- 
gingen, verminderten den Jodtiter der Vorlage höchstenfalls auf die Hälfte. 
Nimmt der Titer der Sulfitlauge um Leem Jodlösung ab, so sind 4,5 mg 
Milchsäure übergegangen. 

Das Verfahren ist das beste, über das wir verfügen, aber unvollkommen 
insofern, als ein Teil der Milchsäure bei der Destillation zu weit oxydiert 
wird und so der Bestimmung als Aldehyd entgeht. Dieser Anteil muß für 
jeden Arbeitsmodus durch Versuche mit milchsaurem Lithium bestimmt 
werden. Führte ich das ganze Verfahren — Ätherextraktion und Destillation 
— mit 18 mg Milchsäure durch, so fand ich 15 mg Milchsäure wieder. Die 
beim Versuch gefundenen Milchsäurewerte waren also durch Multiplikation 
mit dem Faktor 1,2 zu korrigieren. 

Zu achten ist auf die Reinheit der Reagenzien, besonders des zur 
Extraktion verwendeten Äthers, der jedesmal frisch destilliert und mit 
Natronlauge susgeschüttelt sein muß. Ob die Reagenzien hinreichend 
rein sind, wird durch einen Nullversuch kontrolliert. 


Die Resultate einiger Versuche gebe ich in Form einer Tabelle 
wieder (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 
Milchsäurebildung bei 37,5°. 














Gewicht d. |Versuchs» | Gebildete | 
a | Schnitte Lösung zeit  Milchsäure | erst. 
2 mg ioo Std TI wg TI 
| | 
Leber. . . 87 Ringer ohne Zucker 2 08 | 0,004 
Leber..." 114 vn mi e 2 | 22 0,01 
Carcinom . | 89 „ Ohne ,, 2 | 03 | 0,002 
Carcinom . || 92 » mt ,„ 2 | 16 0,09 


| 


1) R. Ege, diese Zeitschr. 134, 476, 1923. 
DO. Meyerhof, Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 114, 1921. 
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Aus der Tabelle ergibt sich, daß sowohl Leber- als auch Car- 
cinomgewebe in einer zuckerfreien Ringerlösung kleine Mengen Milch- 
säure produzieren, und zwar Lebergewebe mehr als Carcinomgewebe. 
Diese Milchsäure stammt vermutlich aus dem Glykogen der Zelle. 
Fügt man der Ringerlösung Zucker hinzu, so produzieren beide Gewebe 
mehr Milchsäure, und zwar beträgt das Plus für Leber 0,006, für Car- 
cinom 0,09. Erinnern wir uns!), daß 1 mg Carcinomgewebe pro Stunde 
0,09 bis 0,1 mg Zucker zum Verschwinden bringt, so ist — durch die Über- 
einstimmung zwischen Zuckerverbrauch und Milchsäureproduktion — das 
Schicksal des verschwundenen Zuckers aufgeklärt: er wird zu Milchsäure 
gespalten. — Die Geschwindigkeit dieser Spaltung ist außerordentlich 
groß. Wir erkennen das, wenn wir bedenken, daß der Tumor in etwa 
10 Stunden eine seinem eigenen Gewicht gleiche Zuckermenge spaltet. 

Die von mir an Leber- Schnitten gefundene Milchsäureproduktion 
entspricht den Höchstwerten von G. Embden?), der bei Durch- 
blutung von glykogenreichen Hundelebern mit zuckerhaltigem Blute 
Werte bis zu 0,007 pro Milligramm Leber und Stunde fand, während 
ich nach Tabelle VII für die Gesamtproduktion an Milchsäure — 
aus Zucker und aus intrazellularem Kohlehydrat — einen Wert von 
0,01 finde. 


VI. Die G6lykolyse durch Careinom- und normales epitheliales Gewebe, 
gemessen nach der Druckmethode. 

Weitaus einfacher und genauer als mittels der chemischen Methoden 
kann die Glykolyse mittels der Druckmethode gemessen werden, die 
außerdem den großen Vorzug besitzt, daß sie mit wenigen Milligrammen 
Gewebe auskommt. Was in dieser Arbeit an neuen Tatsachen in bezug 
auf die Glykolyse mitgeteilt wird, ist mit Hilfe der Druckmethode 
gefunden worden, und es ist kaum zweifelhaft, daß ihr die Zukunft 
gehört. Doch darf nicht vergessen werden, daß die Druckmethode 
eine unspezifische Methode ist, und daß die Natur derjenigen Stoffe, 
die den Druck hervorbringen, durch chemische Kontrollmethoden test- 
zustellen ist. In unserem Falle geschah dies durch Versuche, die in 
den Abschnitten IV und V mitgeteilt worden sind. 

Die Beschreibung der Druckmethode findet man in den Abschnitten 
III und VI der vorhergehenden Arbeit. Je ein Gewebeschnitt wurde 
in den Atmungströgen I und II befestigt. Der Schnitt in Trog I 
wurde mit 0,5ccm Ringerlösung, der Schnitt in Trog II mit 0,5 ccm 
zuckerhaltiger Ringerlösung (0,2 Proz. Traubenzucker) übergossen. Der 
Gasraum der beiden Atmungströge enthielt eine Mischung von 5 Proz. 
Kohlensäure in Luft oder von 5 Proz. Kohlensäure in Stickstoff. 


1) Vgl. den vorhergehenden Abschnitt. 
2) Embden und Kraus, diese Zeitschr. 45, 1, 1912. 
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Die ‚„Ringerlösung für Glykolyse‘“ enthält im Liter 2g Natrium- 
bicarbonat oder in 0,5cem lmg Natriumbicarbonat. Die zucker- 
haltige Ringerlösung enthält im Liter die gleiche Menge Natrium- 
bicarbonat und 2g Traubenzucker oder in 0,5ccm 1 mg Trauben- 
zucker. Wird der gesamte in dem Atmungstroge befindliche Zucker 
in Milchsäure umgewandelt, so entsteht 1mg Milchsäure, die nach 
der Gleichung 

CH0; + NaHCO, = C,H,0,Na + H,CO, 
22 400 


mr 249 cmm Kohlensäure 





84 
nr 0,93 mg Bicarbonat zersetzt und 


austreibt. 

In keinem Falle wurden die Versuche so lange fortgesetzt, bis der 
gesamte Zucker in Milchsäure umgewandelt, d. h. bis 249 cmm Kohlen- 
säure ausgetrieben waren, sondern die in der Versuchszeit — einer 
halben bis einer Stunde — ausgetriebene Kohlensäure betrug höchstens 
70 cmm. Der größere Teil des Zuckers und Bicarbonats also war bei 
Beendigung der Messungen noch unzersetzt. Will man die Versuche 
über viele Stunden ausdehnen, so hat man für Ersatz des verbrauchten 
Zuckers und Bicarbonats zu sorgen. 

An sich ist gegen Messungen über größere Zeitintervalle nichts 
einzuwenden, insbesondere da die Geschwindigkeit der Glykolyse im 
allgemeinen lange Zeit fast konstant bleibt. Doch genügen die Mano- 
meterausschläge, die man in einer halben bis einer Stunde erhält, 
nämlich 50 bis 200 mm, vollkommen, um die Größe der Glykolyse 
auf einige Prozente genau berechnen zu können. 

Was die Berechnung der Glykolyse aus den beobachteten Drucken 
anbetrifft, so verweise ich auf die Abschnitte VI und VII der vorher- 
gehenden Arbeit. Den häufigsten Gebrauch mache ich von dem Quo- 


tienten me der die durch Img Gewebe pro Stunde aus- 


getriebenen Kubikmillimeter Kohlensäure angibt. Dieser Quotient 
steht in enger Beziehung zu dem, was beobachtet wird, und ist deshalb 
am anschaulichsten. Mit 0,004 multipliziert, ergibt er den Quotienten 
mg Milchsäure 
mg Gewebe x Stunden 
oder den eigentlichen ‚Glykolysequotienten“. 

Da die Druckänderung in Trog I von den verschiedensten Faktoren 
abhängt — dem respiratorischen Quotienten, dem Glykogengehalt 
der Zelle —, so ist sie von Versuch zu Versuch recht verschieden. Sie 
ist Null oder negativ bei den Versuchen in Luft, positiv bei den Ver- 
suchen in Stickstoff, in dem natürlich Gas aus dem Gasraume nicht 


verschwindet. 
® 
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Wie bei der Messung der Atmung, so ist auch bei der Messung 
der Glykolyse auf die Schnittdicke zu achten, die in meinen Versuchen 
zwischen 0,2 und 0,4 mm lag. Überschreitet man die Dicke von 0,5 mm, 
so fallen die Glykolysequotienten, weil dann der Diffusionsweg zu 
groß wird, erheblich ab, wie folgende Beispiele zeigen: 


Glykolyse durch Carcinomgewebe bei 37,5°. 





Schnittdicke | cmm CO? | 


mm 








0,15 l 29,5 } Schnitte aus demselben 
1,27 | 6,6 Tumor 
0,29 23,1 \ Schnitte aus demselben 
09 92 | Tumor 


t 


Die Resultate meiner Glykolysemessungen habe ich in den Ta- 
bellen VIII und IX zusammengestellt. In die Tabellen sind alle einwand- 
frei verlaufenen Versuche aufgenommen, die ich, nachdem die Aus- 
arbeitung der Methode beendet war, angestellt habe. 

Tabelle VIII enthält die Versuche mit Carcinomgewebe, und zwar 
in den Spalten ,Trog I“ und ,Trog II“ die Beobachtungen, in den 
beiden letzten Spalten die aus den Beobachtungen berechneten 
Quotienten. 

Die Versuche sind geordnet nach solchen in Luft und solchen in 


Stickstoff. In Luft liegt d er 
ickstoff. In iegt der Quotien SET 


36, in Stickstoff zwischen 25 und 40. Es wird also sowohl in Luft — 
wenn das Gewebe atmet —, als auch in Stickstoff — wenn das Gewebe 
nicht atmet — Zucker gespalten, und zwar in Stickstoff etwas mehr 
als in Luft. 

Der Mittelwert der ‚Milchsäurequotienten in Luft“ ist 0,106. 
Die Ergebnisse der Druckmethode stehen mithin in Einklang mit 
den Ergebnissen der chemischen Methoden, die für den Milchsäure- 
quotienten 0,09 bis 0,1 ergaben. — Der Mittelwert der ‚„Milchsäure- 
quotienten in Stickstoff“ ist 0,129, also 27 Proz. größer als in Luft. 

Was diese Quotienten bedeuten, erkennt man am besten, wenn 
man ihre reziproken Werte bildet. Man erhält dann die Zeit, innerhalb 
der eine dem Gewebegewicht gleiche Menge an Milchsäure gebildet 
oder an Zucker zersetzt wird. Diese Zeit beträgt in Luft 7 bis 11 Stunden, 
in Stickstoff 6 bis 10 Stunden. 

Die Schwankungen der Quotienten mögen zum Teil bedingt sein 
durch wechselnde ‚Verunreinigung‘ des Gewebes mit Zellen, die auf dem 
Wege zur Nekrose sind. Nekrotisches Gewebe zersetzt keinen Zucker. 
Schnitte, die aus nekrotischem Gewebe — unter möglichstem Ausschluß 


Ki 
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0,6 


Niere (Ratte) 
Pankreas (Kaninchen) | 2,1 
Submaxillaris (Hund) 


5 Proz. CO, in Luft 
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von gesundem Gewebe — her- 
gestellt waren, gaben Quotienten 


0,26 bi 0,04 | ze] 
von 0, is 0, TRUTH, 


also 40- bis 100mal kleinere als 
Schnitte aus gesundem Gewebe. 


Tabelle IX enthält Versuche 
mit Leber, Niere, Pankreas und 
Submaxillars. Die Milchsäure- 


== quotienten für Lebergewebe — 


dasselbe 


dasselbe 


in Luft oder in Stickstoff — 
liegen zwischen 0,002 und 0,005, 


betragen somit nur !/,, bis !/g 


der Quotienten für Carcinom- 
gewebe. Vergleicht man das 


Mittel aller Carcinomwerte mit 


2,0 


dem Mittel der Leberwerte, so 
erhält man das Verhältnis 30:1. 


- — Im Vergleich zu Leber zersetzt 


Niere nur sehr kleine und mittels 
der Druckmethode kaum nach- 
weisbare Mengen Zucker. Wie 
der in der Tabelle angeführte 
Versuch, so verliefen drei Vor- 
versuche mit Nierengewebe. 


Andere epitheliale Organe der 
Ratte sind so klein, daß es 


; schwierig ist, Schnitte von ge- 


nügender Flächenausdehnung zu 
erhalten, und man wird deshalb, 
wenn man Pankreas oder Sub- 
maxillaris prüfen will, zu größeren 
Versuchstieren übergehen müssen. 
Wegen der Kosten konnten wir 
das bisher nur in zwei Fällen 
tun, die in der Tabelle angeführt 
sind. Pankreas ergab einen Wert 
von 0,008, Submaxillaris den für 
normale Organe auffallend hohen 
Wert von 0,02. Ist dieser Wert 
richtig, so glykolysiert Sub- 
maxillaris intensiver als die 
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a 


übrigen geprüften epithelialen Organe, und das Verhältnis der 
Carcinom 

Submaxillaris 

Schließlich bemerke ich noch, daß ich außer den in den Tabellen 
angeführten Versuchen mehrere hundert Vorversuche mit Leber- und 
Carcinomgewebe angestellt habe, die alle dasselbe Resultat ergaben. 
Carcinomgewebe zersetzte ausnahmslos — gleichgültig, ob der Tumor 
groß oder klein, alt oder jung war — große, Lebergewebe im Vergleich 
zu Carcinomgewebe nur kleine Mengen Zucker. 


Milchsäurequotienten ist 6:1. 


VII. Die Beeinflussung der Glykolyse. 


Fragen wir nach der Bedeutung der Glykolyse für das Leben der 
Zelle, so müssen wir uns in erster Linie darüber klar werden, ob die 
Glykolyse zu den energieliefernden Reaktionen der Zelle gehört oder 
nicht. 

Eine chemische Reaktion, deren Energie für die Zelle nutzbar 
sein soll, kann nicht im flüssigen Zellinhalt ablaufen!), sondern muß 
an die Struktur gebunden sein. Ob dies der Fall ist, läßt sich auf ein- 
fache Weise mit Hilfe von Stoffen entscheiden, die von den Struktur- 
teilen adsorbiert werden. Reaktionen, die an der Stuktur vor sich 
gehen, werden durch derartige Stoffe — die Narkotika — gehemmt. 
und zwar bei Konzentrationen, die wohlbekannt und von Zelle zu 
Zelle nicht allzu verschieden sind, bei den sogenannten ‚‚Struktur- 
wirkungsstärken‘‘?). Auch Kolloidreaktionen werden durch Narkotika 
gehemmt, aber erst bei Konzentrationen, die weit über den Struktur- 
wirkungsstärken liegen. 

Ein einfaches und übersichtliches Beispiel dieser Verhältnisse hat 
man, wenn man die Hemmung der alkoholischen Gärung durch Narko- 
tika untersucht, einerseits in der lebenden Hefezelle, andererseits im 
Hefepreßsaft, in dem man das Ferment der alkoholischen Gärung, 
abgelöst von der Struktur, vor sich hat. Man findet dann, daß zur 
Erzielung einer bestimmten Gärungshemmung im Preßsaft erheblich 
höhere Konzentrationen irgend eines Narkotikums erforderlich sind 
als in der Zelle. 

Um die Wirkung der Narkotika auf die Glykolyse zu untersuchen, 
wurde in die Tröge I und II das zu prüfende Narkotikum bis zu gleicher 
Konzentration zugesetzt und die Glykolyse im übrigen wie beschrieben 
gemessen. Ein Parallelversuch mit Schnitten desselben Tumors. 
jedoch ohne Narkotikum, ergab die ungehemmte Glykolyse. War 


1) O. Warburg, Ergebn. d. Physiol. 14, 316, 1914. 
2) Derselbe, Arch. f. d. ges. Physiol. 158, 19, 1914. 
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der Glykolysequotient ohne Narkotikum 9, mit Narkotikum Qy, so 
war die Hemmung durch das Narkotikum -7 en. 

Ich habe die Wirkung von drei narkotischen Substanzen auf die 
Glykolyse durch Carcinomgewebe näher untersucht und dabei folgendes 
beobachtet : 

Glykolyse durch ee in Luft bei 37,5%. Versuchsdauer 1 Stunde. 

















Narkotikum» co 
Narkotikum Ringerlisung | maxsi | Hemmung 

_ Beier | Proz. 
| Sé 354 | 

äthylurethan ......... | i 3 20.3 42 
S — 30,8 | 

Isobutylurethan. .. ..... | i 1 | 8,3 | 76 
— 35,4 | 

Heptylalkohol ........ | | gesättigt | d | 100 


Die so gefundenen Wirkungsstärken wollen wir vergleichen mit 
den Wirkungsstärken, die Warburg und A. Dorner!) für die Hemmung 
der alkoholischen Gärung in der lebenden Hefezelle und im Hefepreß- 
saft erhalten haben (Tabelle X). 


Tabelle X. 
ist der Narkotika auf Hefegärung und Carcinomglykolyse. 





























- 2 SS 
! ` Gäpungge Bees Ben, 
Gärungs» h 
Narkotik h in emmung in Glykolyse 
arkotikum Bericht saft | "3 dE a ern 
Achylureihen, 3pro2.. ..... | 17 Proz. ' 41 Proz. 42 Proz. 
Isobutylurethan, l proz. .. dei , ı 78 „ 76 „ 
Heptylalkohol, gesättigte Lösung | 12 „ ‚10 „ 100 „ 


Das Ergebnis dieser Gegenüberstellung ist im höchsten Grade 
bemerkenswert, denn es zeigt, daß die für Carcinomgewebe gefundenen 
Wirkungsstärken die Strukturwirkungsstärken sind. Die Glykolyse wird 
«durch dieselben Narkotikumkonzentrationen gehemmt, wie die Hefe- 
gärung in der lebenden Zelle. Es ist damit bewiesen, daß die Glykolyse 
an der Oberfläche der Strukturteile vor sich geht, und es ist die Mög- 
lichkeit, wenn auch nicht die Gewißheit gegeben, daß die bei der 
Glykolyse freiwerdende Energie von der Zelle benutzt wird. 

An dieses Hauptresultat meiner Beeinflussungsversuche will ich 
noch einige der Mitteilung werte Beobachtungen und Hinweise an- 
schließen: 


1) A. Dorner, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 99, 1912. 
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l. Der entwicklungshemmende Heptylalkohol gehört zu den 
schonendsten Antiseptika. Da er, wie Tabelle X zeigt, die Glykolyse 
vollkommen hemmt, so findet man keine Glykolyse, wenn man dem 
Gewebe Antiseptika zusetzt, vermutlich einer der Gründe dafür, daß 
man bisher die Glykolyse durch Tumorgewebe übersehen hat. 

2. Ebenso wie Glucose wird Fructose durch Carcinomgewebe zu 
Milchsäure gespalten. Rohrzucker jedoch wird nicht angegriffen, 
woraus hervorgeht, daß der Tumor Rohrzucker nicht invertieren kann. 

3. Wie die meisten Gärungen, ıst auch die Glykolyse gegenüber 
Blausäure nur wenig empfindlich. Beispielsweise wird die glykolytische 
Wirksamkeit von Carcinomgewebe durch Blausäurekonzentrationen von 
n/1000 nicht beeinflußt. 


VIH. Zur Energetik der Glykolyse. 
Multinliz; mg Milchsäure 

tiplizieren wir den Quotienten mg Gewebe X Stunden der 
für den Tumor gefunden ist, mit 0,131), so erhalten wir die Energie 
in Kalorien, die 1 mg Tumor pro Stunde durch die Glykolyse freimacht. 
Je nachdem die Glykolyse in Luft oder in Stickstoff vor sich geht, 
ist also 0,106 oder 0,129 mit 0,13 zu multiplizieren, und wir finden: 
in Luft 0,014, in Stickstoff 0,017 cal. 





Multiplizi de en EE 
u Ip zeren wir gen uonen n mg xX Std.’ er iur daen LUmor 


gefunden ist, mit 4,8. 1073, so erhalten wir die Energie in Kalorien, 
die L mg Tumor pro Stunde durch die Atmung freimacht. Es ist also 
8,3 mit 4,8 . 107% 1) zu multiplizieren, was 0,04 cal ergibt. 

Die Energie, die durch die Glykolyse frei wird, beträgt mithin 


nn 35 Proz. b 0,017 , Aa Pr der durch die At frei 
0,04 = | OZ, ZW. 0,04 ` oz. er urc e mung l- 


werdenden Energie. Die Zahlen sind bemerkenswert hoch und zeigen, 
daß ein erheblicher Teil der Energie, die der Tumor freimacht, Spaltungs- 
energie ist. Würde er diese Energie ausnutzen, so wäre er weniger 
als normale Zellen auf die Zufuhr von Sauerstoff angewiesen, ein Um- 
stand, der das Verhalten des Tumors im Organismus — man kann 
fast sagen — erklären würde. 

Ob dem nun tatsächlich so ist oder ob der Tumor die Spaltungs- 
energie nutzlos vergeudet, ist eine Frage, deren Beantwortung wir 
der Zukunft überlassen müssen. 





Zum Schluß spreche ich Herrn Warburg für die Anregung zu dieser 
Arbeit und für die Hilfe bei ihrer Ausführung meinen Dank aus. 


1) Vgl. die vorhergehende Arbeit. 





Die Rolle der Bakterien 
bei der „Milchsäuregärung der Glucose durch Peptone“!). IV. 


Von 


Oskar Acklin. 


(Aus dem hygienisch-bakteriologischen Institut der eidgenössischen 
Technischen Hochschule in Zürich.) 


(Eingegangen am 6. September 1923.) 


Die Ursache und der Verlauf der von Schlatter beschriebenen 
Gärungen dürften durch die bisherigen Untersuchungen?) geklärt 
sein. Der Vollständigkeit halber möchte es als angebracht erscheinen, 
den Stoffumsatz, wie dies Schlatter in seiner analytischen Untersuchung 
und Umsatzbilanz®) getan, sowohl qualitativ als quantitativ hier 
ebenfalls noch eingehender zu berücksichtigen. Unter den vorliegenden 
Verhältnissen aber mußte ein solches Vorgehen nicht nur belang-, 
sondern vor allem wertlos erscheinen, indem eine Untersuchung über 
die chemischen Umsetzungen der betreffenden Peptonbakterien nötig 
geworden wäre, was aber weder beabsichtigt war, noch zweckmäßig 
erscheinen konnte. Es wurde daher von den erwähnten Untersuchungen 
abgesehen. 

Immerhin möge hier noch mitgeteilt sein, daß die in den ver- 
schiedenen Gärversuchen gebildete Säure vorwiegend als Milchsäure 
identifiziert werden konnte. Daneben wurden aber, je nach den be- 
sonderen Lebensbedingungen der verschiedenen Peptonbakterien, auch 
andere Carbonsäuren nachgewiesen, wesentlich Bernsteinsäure. Damit 
sei der — naturgemäß negativ orientierte — Teil der bisherigen Unter- 
suchungen abgeschlossen. 

Es erschien nunmehr noch angebracht, im Interesse der Voll- 
ständigkeit, und vor allem, um die Bedeutung der Sterilisation für den 


1) Milchsäuregärung der Glucose durch Peptone, von G@ottfr. Schlatter. 
Diese Zeitschr. 181, 362, 1922. 

2) Diese Zeitschr. I., I. und IH. Mitteilung. 

3) Ebendaselbst 181, 370, 1922. 
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Ablauf der Gärungen der sterilisierten Gärsysteme kennenzulernen!), 
hier noch über einige weitere Untersuchungen zu berichten. Diese 
erfolgten durchweg am lproz. System Pepton-Glucose-NaHCO,, 
welches auch hier genau so hergestellt wurde wie bisher?), so daß 
zuerst die ‚„Sterilisationswirkung‘' auf das Pepton und dann auf die 
Glucose (in 2proz. Lösungen) untersucht wird. Die Sterilisation dieser 
Lösungen zu je 50ccm erfolgte im Autoklaven bei 108° während 
10 Minuten 2). Die Beurteilung des Gäreffektes geschah ebenfalls wie 
bisher durch Feststellung der in den entsprechenden Zeiten gebildeten 
Säure bzw. der Volumteile Gas im Vergleich zur Gasbildung im nicht 
sterilisierten Gärsystem bei einer Inkubationstemperatur von 37°. 


1. Das Pepton. 


Die folgende Zusammenstellung orientiert über die äußerlichen 
Veränderungen, welche die Peptonlösungen bei der Sterilisation erfahren. 


A. Vor der Sterilisation. B. Nach der Sterilisation. 
Io Starke flockige Trübung. Geringe, feine Trübung. 
IV Klare Lösung. Wenige große Flocken. 
Vo Starke flockige Trübung. Gleichmäßig feine Trübung. 
VIo Klare Lösung. Klare Lösung. 
VII Schwache Trübung. Schwache Trübung. 
VIII Klare Lösung. Starke feinflockige Trübung. 


Das Autoklavieren hatte somit die Peptonlösungen zum Teil auf- 
gehellt, d. h. nicht organisierte Ausscheidungen und teilweise wohl 
auch Bakterien in Lösung gebracht (Io und Vo), oder aber koagulier- 
bare Substanzen ausgefällt (IV und VIII), während eine dritte Gruppe 
von Peptonen (VIo und VII) sich anscheinend makroskopisch nicht 
verändert hat. 


Von den obigen, sterilisierten Peptonlösungen wurde je l ccm in 
5ccm Traubenzuckerbouillon bei 37° während dreimal 24 Stunden 
auf Sterilität geprüft. Die Peptonlösungen erwiesen sich als steril. 
Mit den Peptonlösungen (A) wurden nach 15 Stunden Vorbebrütung 
in der bekannten Art und Weise lproz. Gärsysteme von je 1 Proz. 
Pepton-Glucose-NaHCO, hergestellt, in Saccharimetern bei 37° be- 
brütet und der Gärverlauf verfolgt. Gleichzeitig wurden mit den 
vorbebrüteten autoklavierten Peptonlösungen (B) wiederum lproz. 
Gärsysteme hergestellt, und zwar so, daß vorgängig zu je 4 ccm dieser 
Peptonlösungen lccm der entsprechenden vorbebrüteten Pepton- 
lösungen (A) zugegeben wurde, worauf die so beimpften l1proz. Systeme 


1) Siehe III. Mitteilung, 142, 117, 1923. 
2) Siehe II. Mitteilung, 141, 70, 1923. 
3) Siehe III. Mitteilung, 142, 117, 1923. 
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ebenfalls bei 370 inkubiert und ihr Gärverlauf registriert wurde. In 
der folgenden Tabelle ist der Gärverlauf der beiden Versuchsreihen 
qualitativ aufgezeichnet. 


A. Normales Pepton. B. Sterilisiertes Pepton. 





| Stunden | Stunden 
Pepton Min ne a a a ee Pepton ` -— —— 
| i 100 








Obige qualitative Daten besagen indes nur, daß die Lösungen 
der Peptone IV, VIo und VIII keine Bakterien enthalten oder mindestens 
so wenige, daß solche weder im normalen, vorbebrüteten Gärsystem 
direkt, noch ins sterilisierte übertragen, einen Gäreffekt auslösen können. 
Aufschluß über eventuell durch die Sterilisation aufgetretene Ver- 
änderungen in den Peptonlösungen konnte daher nur durch nach- 
folgende quantitative Angaben über den zeitlichen Verlauf der Gärungen 
erhalten werden. (Es kommen jetzt natürlicherweise nur noch die 
Peptone I, Vo und VII in Frage.) 

In der folgenden Tabelle (siehe Tabelle Seite 354) ist der Gär- 
verlauf der beiden Versuchsreihen quantitativ aufgezeichnet. 

Die Annahme, daß die Wirkung der Sterilisation auf das Pepton 
im wesentlichen hydrolytischer und koagulierender Natur sei, dürfte 
den Tatsachen entsprechen. Für den ersten Fall würde daraus eine 
Vermehrung der einfacheren Eiweißbausteine (Aminosäuren) resul- 
tieren, für den anderen dagegen dürften die koagulierbaren Bestandteile 
(Albumine usw.) aus dem System und somit für den Bakterienstoff- 
wechsel ausscheiden. Wo beide Vorgänge gleichzeitig eintreten, kann 
einer den anderen in seiner Auswirkung aufheben, so daß dann trotz 
effektiv tiefgreifendster Beeinflussung des Peptons durch die Sterili- 
sation (dritter Fall), weder eine Förderung (erster Fall) noch eine 
Hemmung des Gärverlaufes (zweiter Fall) sogleich wahrnehmbar zu 
sein braucht. 

Die obigen Versuchsresultate ergeben für die Gärsysteme mit den 
sterilisierten Peptonen Io und Vo eine Verzögerung des Gärverlaufes 
gegenüber den ‚Normalpeptonen“. Diese Verzögerung erscheint aber 
nicht bedeutungsvoll. Größere Unterschiede sind dagegen beim 
Pepton VII festzustellen. Hier wird durchschnittlich in der halben 
Zeit im Gärsystem mit dem ‚‚Normalpepton‘ ebensoviel Säure bzw. Gas 
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A. Normales Pepton. B. Sterilisiertes Peptun. 
Gebildetes CO, in Volumteilen des möglichen Gases. 


Pepton Io. Pepton Vo. Pepton VII. 
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produziert wie im Gärsystem mit sterilisiertem Pepton. Die Autoklav- 
sterilisation kann demnach als Hemmungsursache des zeitlichen Gär- 
verlaufes des Gärsystems mit dem Pepton VII angesprochen werden. 


Es muß aber darauf hingewiesen werden, daß die erwähnten 
Versuche keineswegs betriedigen konnten. Einmal ermöglichten sie 
eine entsprechende Prüfung der von Haus aus sterilen Peptone nicht. 
Ferner lag keine gleichmäßige Beimpfung der zu vergleichenden Gär- 
systeme vor, so daß eventuelle Verschiedenheiten im Gäreffekt auf 
diesen Umstand zurückgeführt werden konnten. Aus diesen Gründen 
wurde folgende weitere Versuchsreihe angesetzt. 


Mit den Peptonen I, IV, VI und VIII (aus den Petrischalen), 
welche als steril zu betrachten sind, wurden lproz. Gärsysteme her- 
gestellt. Diese wurden je mit 1250000 pro 10 ccm Gärflüssigkeit frisch 
gezüchteten Bakterien aus dem Pepton Io in der bereits bekannten 
Weise!) beimpft und in Saccharimetern bei 37° bebrütet. In genau 
derselben Weise wurden mit der gleichen Bakterienmenge beimpfte 
l proz. Gärsysteme der vorgängig etwa 15 Stunden vorbebrüteten und 
dann sterilisierten Peptone hergestellt. Der Gärverlauf wurde ebenfalls 
in Saccharimetern bei 37° verfolgt. 


In der folgenden Tabelle sind die in Teilen des möglichen Gas- 
volumens ausgedrückten Resultate aufgeführt. 


1) Siehe III. Mitteilung, diese Zeitschr. 142, 117, 1923. 
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A. Normales Pepton. B. Sterilisiertes Pepton. 
Gebildetes CO, in Volumteilen des möglichen Gases. 
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Die vorliegenden Versuchsergebnisse lassen in den verschiedenen 
Gärsystemen eine wesentliche Beeinflussung des Gärverlaufes durch 
die vorgängig erfolgte Sterilisation der Peptone gegenüber den ‚‚Normal- 
peptonen‘ nicht feststellen. Vor allem sind keine tiefgreifenden Ver- 
schiedenheiten des Gärbeginns und des Gärabschlusses zu beobachten. 
Was dagegen Einzelheiten des Gärverlaufes betrifft, ist zu sagen, daß 
daselbst gewisse Etappen mehr oder weniger ausgeprägt verschoben 
auftreten. Aber auch diese Verschiebungen ändern den Charakter 
der entsprechenden Gärkurven nirgends, sondern sie dürften lediglich 
ein Ausdruck der bakteriellen Ursache der Gärungen sein. 


2. Die Glucose. 

Hier lagen natürlicherweise einfachere Verhältnisse als bei den 
Peptonen vor, und die Möglichkeit einer Veränderung durch Wärme- 
sterilisation war vor allem bedeutend geringer, wenn nicht überhaupt 
ausgeschlossen. Um aber trotzdem eine experimentelle Bestätigung 
hierüber zu haben, wurde folgende kurze Versuchsreihe angelegt. 
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Mit den etwa 15 Stunden vorbebrüteten Peptonen Io,, Vo und VII 
wurden Gärsysteme zu je 1 Proz. Pepton-Glucose-NaHCO, unter Ver- 
wendung von normaler Glucose (A) und von sterilisierter Glucose (B) 
in Saccharimetern hergestellt, bei 37° inkubiert und dabei folgende 
Resultate erhalten. 


A. Normale Glucose. B. Sterilisierte Glucose. 
Gebildetes CO, in Volumteilen des möglichen Gases. 
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Die oben geäußerte Vermutung wird durch die vorliegenden 
Resultate in dem Sinne bestätigt, daß von einer Beeinflussung des 
Gärverlaufes durch die Veränderungen, die die Autoklavsterilisstion 
verursachen würde, nicht die Rede sein kann. 

Die Abweichungen, welche im Gärverlauf mit sterilisierter gegen- 
über denjenigen mit normaler Glucose beobachtet werden können, 
bewegen sich innerhalb der Abweichungen der verschiedenen gleich- 
wertigen Versuche. 

Es kann daher zusammenfassend festgestellt werden, daß die vor- 
genommene Wärmesterilisation bei 108° während 10 Minuten das 
untersuchte Pepton-Glucose-NaHCO,-System seiner originalen, charak- 
teristischen Gärfähigkeiten nicht beraubt, so daß zur Sterilisierung 
dieses Gärsystems und solchen von ähnlicher Zusammensetzung die 
angegebene Vorschrift Anwendung finden kann. 

Die Annahme nun, daß die Wärmesterilisation und die beschriebene 
Prüfung ihrer unerwünschten Nebenwirkungen mit Hilfe der Bakterien- 
methode eine durchweg befriedigende sei, wäre ein Irrtum. Dies 
dürfte vor allem daraus hervorgehen, daß diese Methode nur insoweit 
die unerwünschten Nebenwirkungen registriert, als solche im steri- 
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lisierten Substrat Veränderungen erzeugen, welche die Bakterien bzw. 
deren Lebensäußerungen beeinflussen. Da aber bekannt ist, daß Bak- 
terien unter Umständen unter relativ verschiedenen Lebensbedingungen 
gleiche oder doch ähnliche Lebensäußerungen zeitigen können, muß 
die Wärmesterilisation bzw. die Prüfungsmethode mit Bakterien als 
ungenügend erscheinen. 

Es wurde daher nach einer Sterilisationstechnik gesucht, die bei 
derselben Leistungsfähigkeit die unerwünschten Nebenwirkungen zum 
voraus ausschließt. Die sSelbstherstellung eines Peptons sollte dieses 
Ziel erreichen lassen. Es wurde dementsprechend versucht, genau 
nach den von der A.-G. vorm. B. Siegfried in Zofingen erhaltenen 
Angaben!) das Pepton sicc. cum sale ‚‚Siegfried‘‘ so aus dessen Roh- 
materialien herzustellen, daß durch den Herstellungsprozeß selbst, 
vornehmlich aber durch andauernde Wärmewirkung bei niedriger 
Temperatur, die vorhandenen Bakterien abgetötet und neue durch 
aseptisches Arbeiten ferngehalten wurden. Der Versuch gelang nicht. 
Sterilität konnte nicht erreicht werden, und zwar wohl darum nicht, 
weil die anzuwendende Temperatur von 55 bis 60° vorschriftsgemäß 
nicht überschritten werden durfte. 


Dagegen wurde jetzt die Sterilisation des Peptons vermittelst 


Ultrafiltration 
versucht. 

1. Porzellanfilterkerzen von unbekannter Porengröße. 

Normale sowie etwa 15 Stunden vorbebrütete 2proz. wässerige ` 
Lösungen des Peptons Io, wurden durch solche Kerzen filtriert und 
je 10 ccm der Filtrate in 50 ccm Traubenzuckerbouillon bei 37° auf 
Sterilität geprüft. 

Resultat: Alle Filtrate steril. 

Zur Kontrolle wurden mit diesen Filtraten und den unfiltrierten 
Peptonlösungen in bekannter Weise lproz. Gärsysteme hergestellt, 
welch letztere ihren normalen Gärverlauf zeitigten, während die Gär- 
systeme der Filtrate völlig intakt blieben. 

Es kann gegen die Sterilisation mit Porzellanfilterkerzen ein- 
gewendet werden, daß diese das Filtrat nicht völlig ‚unberührt‘ passieren 
lassen, insbesondere bestünde die Möglichkeit der Adsorption von 
Eiweiß- und anderen eventuell für die Gärvorgänge bedeutungsvollen 
Körpern oder der Veränderung der Kolloidität des Filtrats. 


Um auch diese Mängel an der Sterilisation vermittelst Weg- 
filtrierens der Bakterien zu beheben, haben wir nunmehr die de Haön- 


1) Siehe II. Mitteilung, diese Zeitschr. 141, 70, 1923. 
24* 
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schen Membranfilter verwendet. Zufolge deren glatter Oberfläche, 
ihrer siebartigen Wirkungsweise, ihres relativ raschen Filtrierens, und 
vor allem wegen ihres äußerst dünnen Filterkörpers dürfen wir diese 
Filter für die vorliegenden Zwecke als besonders zweckmäßig bezeichnen. 
Die de Haönschen Membranfilter, wie sie für bakteriologische 
Zwecke im Handel sind, können außerdem für die besonderen Zwecke, 
denen sie hier dienen müssen, ausgewählt, d. h. der Größe der weg- 
zufiltrierenden Bakterien angepaßt werden. Denn es ist für jedes 
Filter sowohl die maximale Porenweite als dessen Durchflußgeschwindig- 
keit bekannt. Außerdem gewähren die Filter in Verbindung mit einem 
eigens von uns hierzu konstruierten kleinen Apparat zur Aufnahme 
des Filtrats ein rasches und absolut steriles Arbeiten. 


2. De Haönsches Membranfilter. 


Normale sowie etwa 15 Stunden vorbebrütete 2proz. wässerige 
Lösungen des Peptons Io, wurden in einem kleinen Filterapparat 
von 3,5cm Filterdurchmesser a) durch ein 15-Sekunden-Filter von 
0,78 u!) und b) durch ein 200-Sekunden-Filter?) von 40 u!) maximaler 
Porenweite bei guter Wasserstrahlpumpe (20 bis 18 mm Hg-Druck) 
filtriert und je 10 ccm der Filtrate in 50 ccm Traubenzuckerbouillon 
bei 37% auf Sterilität geprüft. 

Resultat: 1. Filtrat a (0,78/15 Sekunden): Steril. 

Gärversuch: Negativ. 


2. Filtrat b (40/200 Sekunden): Ersten und zweiten Tag steril, 
-dritten Tag leichtes Bakterienwachstum. 


Gärversuch: Negativ. 
Kontrolle (unfiltrierte Peptonlösung): Positiv. 


Die Filtration ging glatt und in der entsprechenden Zeit vor sich. 
Es trat keine Verstopfung der Poren ein, und somit war auch kein 
langdauerndes Filtrieren notwendig, wie dies teilweise bei den Porzellan- 
filterkerzen der Fall war. Ein Durchwachsen der Bakterien durch 
das Filter kommt daher nicht in Frage. Vor allem aber dürfte das 
Resultat des Filters b, das wegen seiner unverhältnismäßig großen 
maximalen Porenweite kein steriles Filtrat lieferte, beachtenswert 
sein. Dieses Filtrat is: trotzdem für die vorliegenden Zwecke brauch- 
bar, indem es in keiner Weise in seiner chemisch - physikalischen 
Struktur verändert worden sein dürfte. 


1) Die kleinsten Bakterien des Peptons Lo: haben einen Durchmesser 
von 0,8 u. 

2) Es sind darunter Filter zu verstehen, die bei einer kreisförmig 
filtrierenden Fläche von 10cm Durchmesser in 15” bzw. 200” 100 eem 
Wasser durchfließen lassen. 
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Wir glauben, in der zweckmäßigen Filtration mit de Haenschen 
Membranfiltern eine brauchbare und einfache Sterilisationsmethode 
für Untersuchungen von der Art Schlatters und ähnlicher empfehlen 
zu können und betrachten damit die vorliegende Kritik der 
Schlatierschen Arbeit als abgeschlossen. 


Persönliche Feststellung. 

Ich möchte hiermit festgestellt wissen, daß meine Hilfe in bezug 
auf die Untersuchung der Bakterieneinwirkung in den Schotter schen 
Gärversuchen!) lediglich in der Ausführung einiger Sterilisationsversuche 
bestand, sowie in der Übermittlung eines kurzen Berichtes an Schlatter 
(am 2. März 1922), worin ich ihm im wesentlichen mitteilte, daß meines 
Erachtens die Bedeutung, die den Bakterien bei seinen Gärvorgängen 
zukomme, nicht bekannt sei, und daß die ganze Frage nur auf Grund 
einer besonderen Arbeit abgeklärt werden könne. 


1) Schlatter, diese Zeitschr. 181, 378, 1922. 


Über die Chlorverteilung im Blute. 


Von 


Ladislaus Csáki. 
(Unter teilweiser Mitwirkung von Josef Halmi.) 


(Aus der III. medizinischen Universitätsklinik in Budapest.) 
(Eingegangen am 8. September 1923.) 


Mit der Entwicklung der Mikromethodik wurden die Veröffent- 
lichungen, die sich mit der Verteilung der einzelnen Blutsubstanzen 
zwischen den Blutkörperchen und Plasma befassen, immer zahlreicher. 
Es wurde schon längst versucht, mit diesbezüglichen Untersuchungen 
Klarheit zu bringen, welche die Substanzen sind, die sich nur in den 
Blutkörperchen, und welche sich nur im Plasma befinden. 

In meiner Arbeit: Über die Zuckerverteilung im Blute!), befaßte 
ich mich ausführlich mit den Schwierigkeiten, die noch vor kurzem 
in der Beurteilung der Verteilung der einzelnen Blutsubstanzen nicht 
vermeidbar waren. Seit der Einführung der Mikromethoden mußte 
ein großer Teil dieser Fragen revidiert werden. 

Betreffs der Verteilung des Blutchlorgehaltes stehen die meisten 
Autoren auf dem Standpunkte, daß die Blutkörperchen etwa 30 bis 
60 Proz. des Serumchlors enthalten; aber nach den letzthin erschienenen 
Untersuchungen von Falta?) und seinen Schülern [ Richter-Quitiner?), 
Muresanu?), Disched)] wären die normalen Blutkörperchen gänzlich 
chlorfrei, nur in den Blutkörperchen Nierenkranker und Hypertoniker 
soll angeblich mehr oder weniger Chlor enthalten sein®). 

In meiner erwähnten Arbeit habe ich ausführlich betont, daß wir 
die Ergebnisse der Blutanalysen nur in dem Falle auf die Verhältnisse 


1) Wien. Arch. f. inn. Med. 8, 459, 1922. 

2) Diese Zeitschr. 100, 148, 1919. 

3) Ebendaselbst. 

4) Ebendaselbst 124, 114, 1921. 

5) Ebendaselbst 181, 596, 1922. 

6) Ich muß hier bemerken, daß in dem Serumchlorwerte zwischen 
Falta und anderen Autoren kein Unterschied sich ergibt, das Gesamtblut- 
chlor dagegen ist bei seinen Untersuchungsergebnissen auffallend niedrig; 
so ergibt sich bei ihm die Chlorfreiheit der Blutkörperchen. 
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des strömenden Blutes übertragen dürfen, wenn die Untersuchungen 
wirklich in intaktem, mit gerinnungshemmenden Substanzen nicht 
verunreinigtem Blute unternommen werden. Nachdem meine Ergeb- 
nisse über die Blutzuckerverteilung eine große Differenz von den- 
jenigen, mit anderer Methodik erhaltenen Resultaten zeigten, hielt ich 
es der Mühe wert, die Verteilung des Blutchlors entsprechend den 
oben angeführten Kautelen zu untersuchen. 


Methodik. 


Wie beim Untersuchen der Blutzuckerverteilung, verwendete ich 
auch hier keine gerinnungshemmenden Substanzen; das Gesamtblut- 
chlor analysierte ich von der Fingerbeere, das Plasmachlor vom durch 
Venäpunktion gewonnenen Blute dermaßen, daß ich etwa 6 bis 8ccm 
Blut, gut verkorkt, sofort nach der Punktion 2 Minuten lang abzentri- 
fugierte und das noch nicht geronnene Plasma untersuchte. 


Das Chlor bestimmte ich nach der Methode von Koränyi!), die Rusznyák 
für Mikromethodik ausarbeitete?). Ich stellte immer drei Parallelen auf, 
die Werte zeigten eine Differenz von höchstens 1 Proz. Zu den drei Be- 
stimmungen genügen 0,4 cem Plasma. 

Es ist wirklich erstaunlich, daß die Koranyische Chlorbestimmungs- 
methode, die betreffs der Genauigkeit, Einfachheit und Raschheit seiner 
Ausführung bedeutend über allen anderen Chlormethoden steht, sogar 
in der deutschen Literatur erst jetzt allgemein bekannt zu werden beginnt, 
obwohl sein Autor dieselbe schon im Jahre 1897 veröffentlichte. Aus den 
Arbeiten der ausländischen Autoren?) aber sehen wir noch jetzt, daß sie 
noch immer die viel komplizierteren, oft gravimetrischen Methoden benutzen, 
welche nicht nur sehr langwierig, sondern dabei auch nicht ganz exakt sind. 
Die Unkenntnis dieser Methode geht so weit, daB Claudius*) in der Deutsch. 
Kongr. f. inn. Med. im Jahre 1922 eine Chlorbestimmungsmethode als neu 
vorführte, welche eigentlich die Koränyische Methode ist! 

Nach Dische®) (Laboratorium von Falta) läßt die Koräanyische Methode 
zwei Fehlerquellen zu: 1. können ClI-Verluste durch zu starkes Erhitzen 
vorkommen und 2. kann man zu hohe Werte erhalten, wenn man die Zer- 
störung des organischen Materials nicht vollständig durchführt. In dem 
ersten Falle ergibt sich ein höherer, im zweiten Falle ein niedrigerer Wert, 
als es der Wirklichkeit entspricht. Wegen dieser angeblichen Fehlerquellen 
hat das Laboratorium von Falta die Methode auch modifiziert. 

Nach unseren Untersuchungen sind die obenerwähnten Fehlerquellen 
nicht stichhaltig, wodurch diese Modifizierungen gänzlich überflüssig 
werden, nachdem sie die Methode nur komplizieren. 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 88, 1, 1897. 

2) Diese Zeitschr. 114, 23, 1921. 

3) Rieger, zitiert nach Kongr.-Centialbl. 19, 280, 1921. Gutmann und 
Schlesinger, diese Zeitschr. 60, 283, 1914. Siebeck, Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 85, 214, 1920. Warburg, diese Zeitschr. 107. 252, 1920 usw. 

4) Zitiert nach Kongr.-Centralbl. 27, 490, 1923. 

D Le 
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Ad 1. In der Probe ist das ganze Chlor als AgCl-Niederschlag und nicht 
als HCI vorhanden. Im übrigen kommt es auch bei diesem Vorgehen über- 
haupt nicht zu solchen Temperaturen, daß vom Cl-Verlust die Rede sein 
könnte. Um aber den Einwand auch experimentell zu prüfen, leitete ich 
bei der Cl-Bestimmung den Dampf der kochenden Flüssigkeit während 
mehrerer Stunden in eine Lösung von AgN O,, aber diese blieb vollkommen 
klar, zum Zeichen, daß aus der Probe kein Cl entwich. 

Ad 2. Von den organischen Substanzen müssen wir natürlich diejenigen, 
welche auch AgNO, binden können, gänzlich zerstören, dies aber geschieht 
bei der Mikromethode im Blute wie auch im Plasma binnen 2 bis 3 Minuten 
(auch bei der Makromethode höchstens 10 bis 15 Minuten) vollständig. 
Die Zerstörung der organischen Substanzen von kleineren Molekülen, die 
keine Phase der Bestimmung stören, ist nicht notwendig. Ich stellte jedoch 
von demselben Blute parallele Proben auf und ließ zwei davon 3 Minuten 
lang, zwei 2 Stunden lang und zwei 4 Stunden lang kochen. Die Über- 
einstimmung sämtlicher Werte zeigte, daß die Ag N O,-bindenden organischen 
Substanzen in 3 Minuten gänzlich zerstört wurden. Dies war übrigens 
auch dadurch ersichtlich, daß nach dem Kochen durch 3 Minuten, nach der 
Entfärbung des überflüssigen Permanganats das AgCl gut ausgeschieden 
und die obere Flüssigkeit gänzlich farblos und wasserklar wurde. 

Ich habe zu dem Verfahren von Rusznyak nur so viel hinzuzufügen. 
daß wir imstande sind, die Genauigkeit der Methode noch wesentlich dadurch 
zu steigern, daß wir in den einzelnen Proben mehrere parallele Titrierungen 
vornehmen; wir geben nach der ersten Bestimmung wieder AgNO, zu 
der Flüssigkeit und titrieren es wieder mit H,N.SCN zurück. So können 
wir mit drei bis vier parallelen Titrierungen die Pünktlichkeit der Methode 
bis Lé Proz. erhöhen. 

Die Berechnung der Resultate können wir dadurch bedeutend ver- 
einfachen, daß wir so lange, bis wir mit derselben AgN O,-Lösung arbeiten, 
die NaCl-Prozent durch das Multiplizieren der verbrauchten AgNO,- 
Kubikzentimeter mit dem Faktor der Pipette erhalten. Den Faktor der 
Pipette rechnen wir üblicherweise durch Kalibrieren mit Quecksilber aus, 
berücksichtigend den Umstand, daß der Ausdehnungskoeffizient des Queck- 
silbers auf den Grad Celsius = 0,000182 ccm ist. So ist das Volumen der 
Pi y a.(1 + 0,000 182.t) 

i 13,596 i 
der Pipette aufgesogenen Quecksilbers und ti = dessen Temperatur in Grad 
0,0585 (abs. F) 
"0077777077, wenn wir 
den ClI-Gehalt in NaCl-Prozent ausdrücken. Dieser Faktor ist natürlich 
so lange unverändert, bis wir dieselbe Lösung benutzen. So müssen wir 
also nur von dem Volumen der verbrauchten AgNO,-Lösung diese der 
H,N.SCN (korr. mit seinem relativen Faktor) abziehen und das Resultat 
mit dem Faktor der Pipette multiplizieren. 

Den Cl-Gehalt der Blutkörperchen berechnete ich auf indirektem 
Wege durch das Hedingsche Hämatokrit. Ich überzeugte mich selber 
davon, daß die direkten Blutkörperchen-Chlorbestimmungen dadurch 
einen wesentlichen Fehler erleiden, daß auch nach dem stärksten Zentri- 
fugieren noch immer wenigstens 10 Proz. des Plasmas zwischen den Blut- 
körperchen zurückbleiben, wenn wir nicht in Kapillarröhrchen zentrifugieren. 

In verkorktem Zentrifugierröhrchen ließ ich 6 ccm defibriniertes Blut 
60 Minuten lang zentrifugieren (Tourenzahl: 4000). Das Serum saugte 


wo a = das Gewicht des bis zum Zeichen 


Celsius ist. Der Faktor der Pipette ist also 
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ich mit einer Kapillare sorgfältig ab und bestimmte seinen Refraktionswert 
und Zuckergehalt. Dann gab ich ebensoviel physiologische NaCl-Lösung 
zu den Blutkörperchen wieviel Plasma ich entfernte und mischte das Ganze 
gründlich auf. Nach neuerlichem Zentrifugieren stellte es sich durch die 
Bestimmung der Zucker- und Refraktionswerte heraus, daß 10 Proz. des 
Plasma-Albumens und Zuckers zwischen den Blutkörperchen blieben. 

In mehreren Fällen bestimmte ich auch den CL Gehalt des spontan 
geronnenen Serums und des hirudinisierten Plasmas. 

Meine Ergebnisse sind aus folgenden Tabellen ersichtlich. Die 
letzten Kolumnen der Tabellen zeigen, wieviel Prozent des Plasma- 
bzw. Serumchlors die Blutkörperchen enthalten. 


I. Intaktes Blut. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich, enthalten die Blutkörperchen — 
die Untersuchungen derartig gestaltend, daß sie den Verhältnissen 
des strömenden Blutes entsprechen — bei normalen Individuen wie 
auch bei Kranken mit Störung des Kochsalzstoffwechsels (Nieren- 
kranke, An- und Hpyperacide, Tetanie, Diabetes insipidus) Chlor in 
bedeutender Menge, und zwar durchschnittlich 60 Proz. des Plasma- 
chlors (Grenzwerte 43 bis 78 Proz.). 

Was die absoluten Zahlen betrifft, so sehen wir, daß die normalen 
Werte zwischen sehr engen Grenzen variieren; im Blute 0,48 bis 
0,49 Proz., im intakten Plasma 0,55 bis 0,57 Proz., bei Diabetes und 
Hyperacidität etwas niedrigere, bei Anaciden etwas höhere Werte. Die 
Gruppe der Nierenkranken zeigt zwei Typen: während bei Nephrosen 
das Chlor des intakten Plasmas bis 0,65 Proz. hinaufgeht, zeigen die 
Nephritiden, Urämiker meistens niedrigere Werte. 

Nach Falta und Richter-Quitiner!) zeigt das Serumchlor einen 
höheren Wert als das Plasmachlor, welchen Umstand sie so erklären, 
daß das zum Fibrinogen gebundene Chlor nach der Gerinnung frei 
wird. Ich muß bemerken, daß sie nicht intaktes, sondern mit Hirudin, 
Oxalat, Fluorid versetztes Plasma sofort nach dem Zentrifugieren mit 
dem Serum verglichen, welches sie 24 Stunden lang bei Zimmertempe- 
ratur stehenließen. Auf diese Weise kommt aber eine bedeutende 
Fehlerquelle hinzu, wie aus meinen noch zu erwähnenden Befunden 
hervorgeht. Ihre Plasma- und Serumchlorwerte zeigen eine Differenz 
von 15 bis 20 Proz.; bei meinen Fällen fand ich den Durchschnittswert 
des NaCl des intakten Plasmas 0,573 Proz., des Hirudinplasmas 
0,592 Proz. und des geronnenen Serums 0,581 Proz., also ziemlich 
gleiche Werte. Nach diesen Ergebnissen schließe ich mich der Meinung 
von Rusznyák?) an, daß wir zur Annahme einer Fibrinogen-Chlor- 
verbindung überhaupt keinen Grund haben. 


1) Diese Zeitschr. 91, 381, 1918. 
2) Ebendaselbst 110, 60, 1920. 


L. Csáki: 
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Während dieser Untersuchungen machte ich eine Beobachtung, die 
vielleicht erwähnenswert ist. Ich fand nämlich, daß das Chlor des mit 
den Blutkörperchen oder mit dem Blutkuchen zusammenstehenden Serums 
bedeutend und von Tag zu Tag abnimmt. Meine zahlreichen diesbezüglichen 
Untersuchungen ergaben immer dasselbe Ergebnis: während das von den 
Blutkörperchen sofort abgetrennte Serum gut verkorkt seinen Chlorgehalt 
auch nach Tagen unverändert behält, geht das mit den Blutkörperchen 
zusammenstehende Serumchlor von 0,58 Proz. stufenweise und in einigen 
Tagen bis 0,50 bis 0,46 Proz. herab. Die Verminderung tritt besonders 
schnell ein, wenn wir das Blut öfters gut durchschütteln. 

Diese Beobachtungen zeigen zugleich, daß sich bei der Gerinnung im 
Blute betreffs der Chlorverteilung ein analoger Prozeß abspielt, wie bei 
der Erhöhung seiner H'-Ionenkonzentration. Diese Cl-Verschiebung aus ` 
dem Serum nach den Blutkörperchen wird aber nach der Gerinnung nicht 
beendigt, sondern dauert noch tagelang weiter, auch dann, wenn das Serum 
nicht mit den Blutkörperchen (defibriniertes Blut), sondern mit dem Blut- 
kuchen zusammensteht. D. h. es permeiert das Chlor auch in das Gerinnsel 
hinein. 

II. Defibriniertes und mit CO, behandeltes Blut. 

Entsprechend Hamburgers klassischen Untersuchungen geht auch 
nach unserem Befund (s. Tab. II und III) ein gewisser Teil des Blut- 
körperchenchlors bei der Defibrinierung in das Serum über, während 
sich im Gegenteil nach CO,-Durchführung in vitro, oder nach großen 
Dosen von NaHCO, in vivo und in geringerem Maße auch in dem 
stehenden Blute das Serumchlor vermindert und das Blutkörperchen- 
chlor sich erhöht. Diese Differenzen sind immer erheblich; darum 
sind die Angaben einzelner Autoren (Muresanu) sehr auffallend, daß 
sie zwischen den Chlorwerten des spontan geronnenen und defibri- 
nierten Serums keine Differenz finden. 


III. Chloraustausch zwischen den Blutkörperchen 
und einer isotonischen Lösung. 


Wie wir gesehen haben, ist die Chlorverteilung zwischen Blut- 
körperchen und Serum auch in intaktem Blute nicht gleichmäßig, 
das Gleichgewicht kann sich aber auf verschiedene Einwirkung in 
kürzester Zeit bedeutend verändern; es scheint also, daß der freien 
Verteilung des Chlors eigentlich kein Hindernis im Wege steht. Es 
ist also fraglich, warum die Chlorwerte des Serums und die der Blut- 
körperchen differieren ? 

In einem Falle (Urämie) fand sich allerdings das auffallende Er- 
gebnis, daß die beiden Werte gleich waren, es kam also Chlor beim 
Defibrinieren aus den Blutkörperchen in das Serum nicht hinaus. 

Darum wollte ich mich überzeugen, ob dieses Verhalten, d. h. der 
Wegfall der Chlorabgabe für die urämischen Blutkörperchen spezifisch 
ist oder nicht und im allgemeinen, ob die nephritischen Blutzellen 
ihren Chlorgehalt schwieriger abgeben als die normalen Blutkörperchen. 
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Zu dieser Untersuchung ließ ich defibriniertes Blut — nach der 
Bestimmung seines Chlorgehaltes — gut verkorkt zentrifugieren. 
Nach der Abpipettierung des Serums gab ich die gleiche Quantität 
isotonischer Glucose- bzw. Na,SO,-Lösung zu den Blutkörperchen 
(Gefrierpunktserniedrigung = 0,56°C), wie das in den Untersuchungen 
von Snapper?) und Siebeck?) geschah. Nach einigen Stunden langem 
Stehen bei Zimmertemperatur und nach öfterem Aufrühren bestimmte 
ich in dieser Flüssigkeit wieder die Chlorverteilung. 

Wie aus Tabelle IV ersichtlich, geben im defibriniertem Blute 
die Blutkörperchen einen Teil ihres Chlorgehaltes in die Zucker- bzw. 
Na,SO,-Lösung ab, und zwar so, daß die Zuckerlösung nachher mehr 
Chlor enthält als die Blutkörperchen. 

So viel ist aus diesen Untersuchungen ersichtlich, daß das Ver- 
kaita Blutkörperchenchlor 
u Serumchlor 
deutet, welches mit der Atmung der Gewebe und des Blutes, mit der 
Veränderung ihres O,- und CO,-Gehaltes in ganz geringem Grade — 

wie z. B. auch das Volumen der Zellen — sich verändert. 


= 0,60 ein gewisses Gleichgewicht be- 


Meine Untersuchungen — im intakten Blute ausgeführt — zeigen 
also betreffs der Zucker- und Chlorverteilung einen bedeutenden Unter- 
schied. Während die normalen Blutzellen im strömenden Blute kein 
oder sehr wenig Zucker enthalten, zeigen sie einen Chlorgehalt, der 
etwa 60 Proz. des Plasmachlorgehaltes entspricht. 

Als Erklärung der Differenz der Zuckerverteilung haben wir an- 
genommen, daß im normalen Blute entweder der Zucker in gebundener 
Form zirkuliert, oder die Blutkörperchen für Zucker impermeabel sind, 
ferner haben wir angenommen, daß sie zwar permeabel sein können, 
wobei aber nur so viel Zucker in dieselbe gelangt, als es dem momentanen 
Zuckerbedarf entspricht. Dagegen wäre die Differenz in der Chlor- 
verteilung dadurch erklärlich, daß die Blutkörperchen einen um etwa 
40 Proz. kleineren ‚lösenden Raum‘ besitzen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Blutkörperchen enthalten in normalen wie in pathologischen 
Fällen Chlor in bedeutender Menge, etwa 60 Proz. des Plasmachlor- 
gehaltes. 

2. Dieser Chlorgehalt der Blutkörperchen ist sowohl im strömenden 
Blute wie auch mit einer kleinen, aber sicher nachweisbaren Differenz 
in defibriniertem und hirudiniertem Blute nachweisbar. 


2) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 111, 429, 1913. 
2) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 85, 214, 1920. 


L. Csäki 
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3. Die Einwände von Dische gegen die Kordnyische Methode sind 
nicht stichhaltig und seine Modifizierungen überflüssig. 

4. Während der Chlorgehalt des strömenden und hirudinierten 
Plasmas des Serums nach spontaner Gerinnung der Blutkörperchen 
(sofort untersucht) innerhalb der Grenzen der Untersuchungsfebhler gleich 
ist, verändert sich die Chlorverteilung nach dem Defibrinieren und 
nach CO,-Durchleitung, wie auch nach großen Gaben von NaHCO, 
bedeutend. 

5. Der Chlorgehalt des mit dem Blutkuchen stehenden Serums 
nimmt tagelang stufenweise ab. 


Beitrag zur Bestimmung des Zuckers und BReststickstoffs 
in kleinen Blutmengen. 


Von 
Ludwig Petschacher. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universität Innsbruck.) 


(Eingegangen am 10. September 1923.) 


In einer früheren Mitteilung (1) konnte ich in Übereinstimmung 
mit anderen Autoren zeigen, daß bei Anwendung der Bangschen Mikro- 
methode (2) zur Bestimmung der Glucose und des Reststickstoffs im 
Blute unvermeidbare Fehler entstehen können, welche für manche 
Fragestellungen zu groben Täuschungen Anlaß geben können. Diese 
Fehlerquellen beruhen auf Faktoren, deren Konstanthaltung eben 
nicht mehr in unserer Macht liegt, wie vermutlich Änderungen des 
Luftdruckes, der Ionisation der Luft, der Dampfspannung und der- 
gleichen, lauter Faktoren, welche bei Anwendung größerer Mengen 
nicht in Betracht kommen. In später darauf hingerichteten Versuchen 
konnte ich tatsächlich bei Blutzuckerbestimmungen bis zu einem 
gewissen Grade eine Abhängigkeit vom Barometerstand in dem Sinne 
bemerken, daß die Werte bei niedrigem Luftdruck stets geringer waren. 
Es ließe sich dies leicht damit erklären, daß infolge von Änderungen 
des Siedepunktes die Intensität des Erhitzens eine geringere war. 

Da nun diese Fehler für manche klinischen Fragestellungen zu 
hoch erscheinen, andererseits aber die Entnahme größerer Blutmengen 
Änderungen in der Zusammensetzung des Blutes zur Folge haben 
kann, welche bei einer darauffolgenden Blutentnahme zu Täuschungen 
über die Wirkung eines Eingriffs oder dergleichen führen können, 
war es notwendig, einen Mittelweg zu gehen, bei welchem beide Fehler- 
quellen ausgeschaltet werden können. 

Wie ich mich in Übereinstimmung mit anderen Autoren über- 
zeugen konnte, genügt diesen Anforderungen die vorzügliche Methodik 
von Folin und Wu (3), welche sich übrigens auch gegen die Anwendung 
von zu geringen Blutmengen ausgesprochen haben. Nun erheischt 
die Anwendung dieser Methoden ein für unsere heutigen Verhältnisse 
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kostepieliges Kolorimeter bzw. Nephelometer. Man könnte an Stelle 
der von den Autoren angegebenen Kolorimeter das Autenriethsche 
Kolorimeter verwenden, und tatsächlich hat Autenrieth selbst eine 
Methodik ausgearbeitet, welche sich für viele Zwecke ausgezeichnet 
bewährt hat. Für manche Fragestellungen befriedigen aber die Resultate 
dieser Methode nicht, und ich entschloß mich daher zur Ausarbeitung 
einer Methodik, welche an Stelle der Kolorimetrie die Titration nach 
den Bangschen Prinzipien setzt und nur das Enteiweißungsverfahren 
nach Folin und Wu, welches sich ganz ausgezeichnet bewährt hat, 
beibehält. 


I. Blutentnahme und Enteiweißung. 


Nach dem Muster der amerikanischen Autoren verwende ich für 
die Blutentnahme eine ausgewogene Vollpipette für so viele Kubik- 
zentimeter, als ich für die Bestimmung gerade benötige. Die Pipette 
ist vorn durch einen kurzen, gut anliegenden Gummischlauch in Ver- 
bindung mit einer Platiniridiumnadel. Am hinteren Ende wird ein 
längeres Schlauchstück angesetzt, durch welches das Blut angesogen 
werden kann. In die Pipette selbst werden Kriställchen Kaliumoxalat 
gegeben, deren Menge nicht mehr als 2mg pro Kubikzentimeter be- 
tragen soll, und welche in das untere Ende der Pipette zu liegen kommen. 
Unmittelbar vor der Blutentnahme wird die Vene gestaut und sofort 
eingestochen. Bei richtigem Arbeiten steigt dann das Blut von selbst 
in der Pipette auf oder es genügt ganz leichtes Ansaugen. Man hat 
nur darauf zu achten, daß keine Luftbläschen mit aufgezogen werden. 
Wenn die entsprechende Menge bis um ein Geringes oberhalb der 
oberen Marke der Pipette eingeflossen ist, wird der obere Schlauch 
zugehalten und die Nadel herausgezogen. Gleichzeitig wird die Stauung 
von einem Gehilfen gelöst und die Blutung gestillt!. Bei richtigem 
Arbeiten geht der ganze Eingriff so rasch vor sich, daß eine Veränderung 
der Blutzusammensetzung nicht zu befürchten ist und dem Patienten 
nicht mehr Unannehmlichkeiten bereitet werden, als bei einer Blut- 
entnahme mit der Frankschen Nadel. Der Blutverlust ist für den 
Erwachsenen bei einer Entnahme von 2 bis 5ccm ein geringer und 
gestattet, den Eingriff in kurzen Zeiträumen zu wiederholen, ohne 
daß hierdurch allein gröbere Veränderungen der Blutzusammensetzung 
zu gewärtigen sind, wie ich mich wiederholt überzeugen konnte. Die 
Methodik ist auch bei nicht zu kleinen Tieren, z. B. Kaninchen, für 
Reihenuntersuchungen anwendbar, solange die jedesmal entnommene 
Blutmenge nicht 2 ccm übersteigt. Freilich erfordert die Technik gute 
Einübung, damit jeder größere Blutverlust vermieden wird. 

Unmittelbar nach der Blutentnahme wird das untere Schlauchstück 
mit der Platiniridiumnadel abgenommen, das obere Ende der Blutsäule 
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auf die obere Marke eingestellt, das untere Ende der Pipette von etwa 
anhaftendem Blute gereinigt und das Blut in das für die weitere Unter- 
suchung vorbereitete Gefäß bis zur unteren Marke abgelassen. Das 
Blut muß dabei langsam und gleichmäßig aus der Pipette. abfließen, 
wodurch ein Anhaften an der Innenfläche derselben vermieden wird. 
Es erfolgt nun sofort die Enteiweißung nach Folin und Wu. Zu 1 Volum- 
teil Blut werden 7 Volumteile destillierten (mit Nesslers Reagens auf 
Stickstofffreiheit geprüften) Wassers zugesetzt, worauf man wartet, 
bis die Mischung Lackfarbe angenommen hat. Dann kommen zur 
Flüssigkeit 1 Volumteil 10proz. Natriumwolframatlösung, welche den 
von Folin und Wu geforderten Ansprüchen genügen muß, und schließlich 
1 Volumteil ?/;n Schwefelsäure. Die Abmessung der Flüssigkeits- 
mengen soll nur in ausgewogenen Vollpipetten von entsprechendem 
Inhalt erfolgen. Das Gefäß wird sodann mit einem Gummistopfen 
gut verschlossen und unter möglichster Vermeidung von Schaum- 
bildung langsam geschwenkt, so daß gute Durchmischung und gleich- 
mäßige Verteilung des Niederschlages erreicht wird. Um einen etwaigen 
Wasserverlust durch Verdunstung, der durch Filtrieren entstehen könnte, 
zu vermeiden, habe ich folgendes Verfahren zur raschen Gewinnung 
eines klaren Filtrats angewendet: die Ausfällung erfolgt in einem 
Zentrifugenglase, welches ungefähr die entsprechende Menge Flüssigkeit 
faßt. Es wird nach dem Durchmischen bei Belassung des Gummi- 
stopfens etwa 1⁄4 bis %, Stunde bei 2000 Umdrehungen zentrifugiert. 
Hierbei setzt sich der Niederschlag am Boden genügend ab, so daß 
die darüber stehende Flüssigkeit nun rasch zur Entfernung kleinerer 
Beimengungen filtriert werden kann. Filtriert man nämlich gleich, 
so tropft die Flüssigkeit ziemlich langsam ab und der Fehler, welcher 
durch die Verdunstung von Wasser entsteht, ist nicht unbedeutend. 
Für die im folgenden beschriebene Bestimmung der Glucose und des 
Reststickstoffs habe ich die Enteiweißung insofern modifiziert, als ich 
an Stelle von 7 Volumteilen Wasser nur 5 verwende, und dafür nach der 
Ausfällung und vor dem Durchmischen noch 4 ccm einer 2 proz. Kupfer- 
sulfatlösung zusetze. Es hat dies den Vorteil, daß die für die Reduktion 
bzw. für die Katalyse notwendige Kupfermenge später im Filtrat 
bereits in konstanter Menge vorhanden ist. Diese Enteiweißung läßt 
sich nicht nur für Vollblut, sondern auch für Plasma oder Serum gut 
verwenden. Von der Eiweißfreiheit der Filtrate konnte ich mich wieder- 
holt überzeugen. 


IL Blutzuckerbestimmung. 
Für die Bestimmung sind folgende Lösungen nach Bang, welche 
ich für meine Zwecke in der quantitativen Zusammensetzung ent- 
sprechend moditiziert habe, nötig. 
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1. Gesättigte KCI-Lösung aus reinstem KCl der Firma Merck und 
redestilliertem Wasser hergestellt. 

2. Alkalische Seignettesalzlösung von folgender Zusammensetzung: 
75g Kaliumcarbonat und 20g Seignettesalz in einem Liter Wasser 
gelöst. . 
3. n/10 Jodatlösung, welche auf 1 Liter 10 ccm 20proz. Schwefel- 
säure enthält. 

4. 20proz. Schwefelsäure. 

5. n/20 Natriumthiosulfatlösung. 

6. 5proz. K J-Lösung. 

7. lproz. Stärkelösung. 

Die Lösungen werden unter den von Bang angegebenen Vorsichts- 
maßregeln hergestellt und aufbewahrt. 

Für die Bestimmung werden 2ccm Blut entnommen und in der 
oben beschriebenen Weise enteiweißt. In zwei Erlenmeyerkolben von 
150 bis 200 eem Inhalt werden je Beem des Filtrats abgemessen und 
jede Probe mit 5 ccm gesättigter Kaliumchloridlösung, 2 ccm Seignette- 
salzlösung und Leem n/l0 Kaliumjodatlösung versetzt. Für letztere 
Lösung soll womöglich immer die gleiche Pipette benutzt werden. 
Die Flüssigkeit wird nun durch Einleiten von Wasserdampf wie bei 
der Bangschen Methode zum Sieden gebracht. Die Apparatur hierfür 
habe ich insofern ein wenig abgeändert, als ich das Zuleitungsrohr 
unter einen Winkel von etwa 45 nach unten zu einleite, so daß der 
Erlenmeyerkolben in schräger Lage darüber zu liegen kommt und ein 
Herausspritzen der Flüssigkeit nicht so leicht möglich wird. Das Ende 
des Zuleitungsrohres besteht wie bei Bang aus einer durchlöcherten 
Kugel. Das Gefäß zur Dampfentwicklung hat einen Inhalt von 500 
bis 600 ccm und soll bis zur Hälfte gefüllt sein. Wenn das Wasser darin 
lebhaft siedet und aus dem Ende des Zuleitungsrohres Wasserdampf 
ausströmt, wird der Erlenmeyerkolben über dasselbe geschoben und 
nun die Flüssigkeit genau 6 Minuten erhitzt. Dann wird in analoger 
Weise wie bei der Bangschen Methode vorsichtig entlang dem Zu- 
leitungsrohre 2Oproz. Schwefelsäure zugesetzt, während man gleich- 
zeitig den Erlenmeyerkolben so weit senkt, daß das Zuleitungsrohr 
außerhalb der Flüssigkeit zu liegen kommt. Man spült sodann mit 
destilliertem Wasser ab und läßt 5 Minuten stehen. Dann wird unter 
dem Wasserstrahl abgekühlt, 50 ccm destilliertes Wasser und 2 ccm 
Kaliumjodidlösung zugesetzt und mit n/20 Natriumthiosulfatlösung, 
welche man aus einer Bangschen Mikrobürette zufließen läßt, in üblicher 
Weise titriert. Von Zeit zu Zeit, am besten jedoch an jedem Tage, 
an welchem Bestimmungen ausgeführt werden, werden zwei Blind- 
bestimmungen gemacht. Blindwert minus verbrauchte Thiosulfatlösung 
geteilt durch 2,8 ergibt direkt den Gehalt an Glucose in Prozenten. 
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Da sich ein häufiges Kontrollieren des Blindwertes als notwendig 
erweist, ist es nicht unbedingt notwendig, die n/10 Kaliumjodatlösung 
genau zu stellen oder den jeweiligen Titer derselben genau zu bestimmen. 
Auch kann an Stelle der n/20 Thiosulfatlösung eine n/200 Lösung 
verwendet werden, welche man aus einer gewöhnlichen Bürette zu- 
laufen läßt. Man hat dann bei der Berechnung selbstverständlich 
statt durch 2,8 durch 28 zu dividieren. 

Im folgenden seien einige Beispiele angeführt, welche die Ge- 
naugikeit der Methode dartun sollen. 

Es wurde eine 2proz. Glucoselösung hergestellt. Die Polarisation 
dieser Lösung mit dem Apparat von Schmidt und Häntsch ergab einen 
Gehalt von 2,02 Proz. Glucose. Von dieser Lösung wurde nun im 
Meßkolben eine 50fache Verdünnung, also eine 0,04proz. Lösung her- 
gestellt. Von einer größeren Menge Oxalatblut wurden je 2ccm für 
die nun folgenden Bestimmungen enteiweißt in der Weise, daß bei 
der Hämolysierung an Stelle von 10 ccm Wasser 1, 2, 3 usw. ccm Glucose- 
lösung und entsprechend weniger Kubikzentimeter Wasser zugesetzt 
wurden. Die Resultate waren folgende: 


2ccm Vollblut enthielten Glucose . . . . . 0,110 Proz. 
Zn SÉ + Leem Glucoselösung . . . 0,133 „ 
2 „ PR +2 „ e .. . . 0,149 „ 
2.5; D +3 „ SS re are BL 25 
2 „ ae SR ge ....60190 .. 
2. ge +5 „ e sr ër a HEEL g 
2 ap +6 „ = .. . . 0,228 „, 
CR om +8. S a Aer OT 45 
2. an +10 „ e e 3220812. e 
Kaninchen 197h nüchtern, Glucose . . . . 0,125 „ 
7Y,h ge ee .. . . 0,130 ` — 
8h a pr .. . . 0,130 ,, 
Patient K.M. 8h e va .. . . 0,105 „ 
81;h S e .. . . 0,108 „ 
9b d Si .. . . 0,103 „ 


HI. Reststickstoffbestimmung. 


Es werden 2 ccm Blut entnommen und enteiweißt. Je cem 
des Filtrats werden in einem Kjeldahlkolben mit l ccm Kjeldahl- 
schwefelsäure Merck oder l ccm konzentrierter Schwefelsäure, welche 
auf 5 Teile 1 Teil Phosphorsäureanhydrid enthält, versetzt, anfangs 
vorsichtig, später lebhafter erhitzt. Bereits nach 15 Minuten ist die 
Oxydation beendet. Der Kjeldahlkolben wird sodann in die Bang sche 
Apparatur eingefügt und in der von Bang beschriebenen Weise destilliert. 
Als Vorlage dient 1 cem n/10 H,SO, in einem 100-ccm-Becherglase. 
Nach Beendigung der Destillation (Prüfung mit rotem Lackmuspapier) 
wird das Abflußrohr des Kühlers abgekühlt, das Becherglas auf 50 cem 
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aufgefüllt, 2 ccm 5proz. Kaliumjodidlösung und einige Tropfen 4proz. 
Kaliumjodatlösung zugesetzt und mit n/20 Thiosulfatlösung zurück- 
titriert. Die Differenz gegenüber dem jeweilig zu bestimmenden Blind- 
wert für Leem n/10 H,SO, weniger dem erhaltenen Wert mal 140 
ergibt den Gehalt an Reststickstoff in Milligrammen pro 100 cem Blut. 
Folgende Beispiele mögen die Genauigkeit der Methode dartun: 
0,0857 g Harnstoff (Urea puriss. krist. Merck) wurden im Meßkolben 
in 100 ccm redestillierten Wassers gelöst. Diese Lösung enthielt dem- 
nach 40. mg Stickstoff pro 100 ccm. In derselben Weise wie oben 
wurden nun von einer größeren Menge Oxalatblutes je 2 ccm für Rest- 
stickstoffbestimmungen verwendet und jeweilig bei der Hämolysierung 
1,2, 3 usw. ccm Harnstofflösung zugesetzt. Die Resultate waren folgende: 


2ccm Vollblut enthielten . . . . 2. 2 2 2 22.0. 24 mg-Proz. Rest-N 
2 5 » + Leem Harnstofflösung . . . . . . 46 Se > 
2 99 99 + 2 38 SE "Sek E 8 64 23 LE) 
2 38 $ + 33 SÉ e dÉ LE TB ën E 82 99 LE! 
2 LE 9 + 4 9. a ae, EK GE, 103 33 LE) 
K o » +5, ee a 125 = hr 
MET? „ +6, ger re et a 147 > 53 
2 E) Lé + 8 33 De EN a 183 KE LE 
2 29 LE +10 E S93- L DLEO U U e 221 LEI 38 
Kaninchen 2. 6b nüchtern. . . . . . 2 2 2 02. 38 is = 
E ee ae Air dar ie 40 Ge We 
7b SEENEN 41 S i 
Patient N. D. 8b ENEE 28 S aus 
SUB. Zë p ër Ee dee 26 Ge gi 
9h a n Re re a ie ah er re a 31 Rn d 


Es erübrigen sich noch einige Worte über die Technik der Titration. 
Aus eigener Erfahrung kann ich mich den Ausführungen von Ljung- 
dahl (4) über den Einfluß der verwendeten Jodmengen, der Wasser- 
menge, der zeitlichen Einteilung und der Temperatur der Lösungen 
voll anschließen. Aus diesem Grunde ist bei allen jodometrischen 
Methoden folgendes zu beobachten. Die Titerstellung der n/20 Thio- 
sulfatlösung muß stets mit denselben Jodmengen erfolgen, welche 
bei den entsprechenden Bestimmungen in Verwendung stehen, in 
unserem Falle also stets entsprechend 1 ccm n/10 Jodlösung. Ebenso 
müssen hierfür auch dieselben Mengen Wasser verwendet werden. 
Sowohl bei der Titerstellung wie auch bei den Blindbestimmungen 
soll ferner stets die gleiche Technik in bezug auf alle Zeiteinteilung 
eingehalten werden. Die Verdünnung auf 50 ccm erschien mir die 
optimale, da bei einer stärkeren Verdünnung der Farbenumschlag 
weniger scharf ist, bei Zusatz von wenig Wasser jedoch ein rascheres 
Nachbläuen zu gewärtigen ist. Bei dieser Verdünnung ist auch auf 
die Anforderungen Rücksicht genommen, welche Schaffer und Hart- 
mann (5) für den richtigen Ablauf der Reaktion gestellt haben. 


376 L. Petschacher: Best. d. Zuckers u. Beet N in kleinen Blutmengen. 


Die Methode erfordert im allgemeinen weniger Zeit zur Erlernung 
als die Bangsche Originalmethode und ist meines Erachtens mit ge- 
ringeren Schwierigkeiten verbunden. Ich habe mit derselben in kli- 


nischen Fragestellungen guten Erfolg gehabt. 
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Über die Verteilung des Zuckers und Beststickstoffs 
auf Niederschlag und Filtrat nach der Enteiweißung. 


Von 


Ludwig Petschacher. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universität Innsbruck.) 
(Eingegangen am 10. September 1923.) 


Viele neuere quantitative Blutuntersuchungen bedienen sich des 
Kunstgriffes, daß bei der Enteiweißung die Flüssigkeit auf ein Viel- 
faches der ursprünglich zur Verfügung stehenden Substanzmenge 
gebracht wird, die Bestimmung selbst in einem aliquoten Teile des 
Filtrats erfolgt und aus dem hierfür gefundenen Werte auf die ver- 
wendete Ausgangsmenge umgerechnet wird. Hierbei wird stillschweigend 
die Voraussetzung gemacht, daß der zu bestimmende Körper auf Filtrat 
und Niederschlag so weit gleichmäßig verteilt ist, daß hierdurch kein 
nennenswerter Fehler entsteht. Da wir nun auf Grund unserer Kennt- 
nisse über die Adsorption von gelösten Substanzen durch feinverteilte 
feste Stoffe (Freundlich, Wo. Ostwald, Pauli u. a.) wissen, daß diese 
Adsorption bei verschiedenen Lösungsmitteln und verschiedenen 
Suspensionen sich verschiedenartig gestalten kann, zudem die Ver- 
hältnisse auch noch in Abhängigkeit von der Ionenkonzentration 
und allen möglichen physikalischen Zuständen stehen, erschien es 
interessant, zu untersuchen, inwieweit dieser Umstand auf die Ge- 
nauigkeit derartiger quantitativer Bestimmungen einen Einfluß hat. 
Da die in der vorhergehenden Mitteilung angegebene Methodik sich 
der Enteiweißung nach Folin und Wu bedient, welche auf den gleichen 
Prinzipien beruht, suchte ich mir mit Hilfe derselben Klarheit über 
diese Frage zu verschaffen. Die Untersuchungen erfolgten im Vollblute, 
Plasma und Serum, und zwar wurde in je 2ccm jedesmal Glucose 
und Reststickstoff in der in der vorhergehenden Mitteilung beschriebenen 
Weise bestimmt. 

Nach der Eiweißfällung in 2 cem Substrat wurde bei 2500 Touren 
in der Minute 1 Stunde zentrifugiert, zweimal 5ccm der überstehenden 
klaren Flüssigkeit direkt für die Bestimmung verwendet und durch 
Abheben mit einer graduierten Pipette ermittelt, wieviel Flüssigkeit 
sich noch über dem Niederschlage befand. Daraus konnte das Nieder- 
schlagsvolumen abgeschätzt werden. Nach Zurückblasen der Flüssigkeit 
wurde von einer Lösung, welche aus 6 Teilen destillierten Wassers, 
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1 Teil Si: n Schwefelsäure, 1 Teil Natriumwolframatlösung und 2 Teilen 
Kupfersulfatlösung bestand, 10 ccm zugesetzt, nach Aufsetzen des 
Gummistopfens gut durchgemischt, abermals scharf abzentrifugiert 
und wieder in zweimal 5ccm der überstehenden Flüssigkeit die Be- 
stimmung vorgenommen. Wenn man die Annahme macht, daß das 
Verhältnis der Konzentrationen in Niederschlag und überstehender 
Flüssigkeit das gleiche ist, was wohl innerhalb der Fehlergrenzen der 
Methodik tatsächlich der Fall sein dürfte, so läßt sich daraus der Gehalt 

des Niederschlages an Glucose bzw. Reststickstoff berechnen. 
Betrug z. B. das Volumen des Niederschlages 8 ccm, das der über- 
stehenden Flüssigkeit 12 ccm, und war der Gehalt an Glucose in der 
2.0,1W 


überstehenden Flüssigkeit nach der Wegnahme von 10ccm 1000 





im Niederschlag wenn 0,100 die gefundene Konzentration im 


Biute und x die Konzentration des Blutes, berechnet aus dem Nieder- 
schlage, darstellen, war ferner nach dem Verdünnen und abermaligen 
Zentrifugieren der Gehalt der überstehenden Flüssigkeit an Glucose 
12 . 0,054 
-1000 
dünnung gefundene Konzentration im Blute und y die im Nieder- 
schlage sind, so ist: 





und im Niederschlag Gë, wenn 0,054 die nach der Ver- 


x : 0,100 = y:0,054 


2.0,100 , 8x _ 12.0054 8y 
1000 ° 1000 ° 1000 ` 1000 


und 


folglich 
R xz = 0,122. 


Der wahre Gehalt des Blutes an Glucose beträgt demnach: 


8.0,112  12.0,100] 1000 
| 1000 1000 | SES 


und der tatsächlich begangene Fehler würde — 0,009 Glucose betragen. 
Auf diese Weise wurden die in der nachfolgenden Tabelle an- 
gegebenen Werte ermittelt. 


Blutzucker Proz. 














f ` gefunden `` tatsächlich [absoluter Fehier| relatie ` 
= ` Sg = wer ern u a ere = =; SS Et ZS 
IBlut....... 1 0,100 0,109 — 0,009 | 8 Proz. 
Plasma ..... ` 0,107 0,108 — 0,001 k- 
Serum. ..... 0,093 0,102 —0009 : 9 , 
II But....... l 0,104 0,105 — 0001 1, 
Plasma ..... ' 0,112 0,119 — 0,007 | 6 
Serum. 2. .... | 0,100 0,106 — 0,006 6 „ 
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Reststickstoff mg-Proz. 
gefunden“ | tatsächlich absoluter Ech Fehler el relativ 























EE ` I 
I Blut. ...... | 49 54 9 Proz. 
Plasma `, 52 56 8 
Serum. ..... | 49 55 SS: 11 
OI Blut. ...... ` 53 56 6 „ 
Plasma | 59 62 | SS 5 „ 
Serum. . .... 65 56 —] 2 n 





Aus diesen Untersuchungen ergibt sich, daß der Fehler bei Glucose- 
bestimmung — 0,001 bis 0,007, bei Reststickstoffbestimmungen —1 bis 
d mg Proz. betragen kann, eine Fehlergröße, welche innerhalb der Fehler- 
grenzen der Methodik fällt, welche uns jedoch, da die Fehler immer 
gleichsinnig ausfallen, zeigt, daß tatsächlich vom Niederschlage eine 
geringe Menge der zu bestimmenden gelösten Substanz adsorbiert wird. 
Der Genauigkeit der Methode tut dieser Fehler jedoch keinen Abbruch. 


Aldehydreaktion des Muskelgewebes. 
Ein Beitrag zur chemischen Topographie der Gewebe. 


Von 


W. Stoeltzner. 
(Aus der Universitäts-Kinderklinik in Halle a. d. S.) 
(Eingegangen am 18. September 1923.) 


Als chemische Topographie der Gewebe läßt sich diejenige 
Forschungsrichtung bezeichnen, welche die chemische Betrachtungs- 
weise mit der anatomischen verbindet, indem sie die Stoffe in den 
Geweben zu lokalisieren sucht. 

Ich bin gelegentlich auf den Einfall gekommen, in diesem Sinne 
von der Fuchsinreaktion auf Aldehyde Gebrauch zu machen. Die 
Reaktion besteht bekanntlich darin, daß eine durch schweflige Säure 
entfärbte Fuchsinlösung durch Aldehyde rotviolett gefärbt wird. Die 
Zucker geben die Reaktion nicht, dagegen außer den Aldehyden das 
Aceton und einige andere Verbindungen; die Bezeichnung ‚Aldehyd- 
reaktion‘ ist also cum grano salis zu verstehen. Ich habe Proben ver- 
schiedener Gewebe von einem frisch ‚geschlachteten Kaninchen und 
von der Leiche eines atrophischen Säuglings in das Reagens eingelegt. 
Das Ergebnis war, daß sich elektiv die quergestreifte Muskulatur 
tiefrotviolett färbte, einschließlich der Herzmuskulatur. 

Mikroskopisch erwiesen sich die Muskelfasern als diffus rot gefärbt; 
der Stoff, der die Reaktion gibt, ist offenbar in den Muskelfasern diffus 
verteilt. | 


Darauf, alle normalen und pathologischen Gewebe und Gewebebestand- 
teile systematisch durchzuprüfen und die zahlreichen weiteren Fragen, 
die sich im Anschluß an die ersten Versuche aufdrängen, selbst in Be- 
arbeitung zu nehmen, möchte ich verzichten. Das Thema liegt vom kli- 
nischen Gebiete weit ab; und meine und meiner Mitarbeiter Zeit ist durch 
andere, für uns dringendere Aufgaben in Anspruch genommen. 


Zum Phosphorstoffwechsel bei Avitaminose. 


Von 


Kiyoshi Morinaka (Mukden). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 10. September 1923.) 


In meiner Arbeit!) über die anorganischen Bestandteile des Körpers 
bei Avitaminose habe ich folgende Tatsachen mitgeteilt: 


1. Der Wassergehalt des Körpers avitaminöser Tiere zeigt keine 
stärkeren Abweichungen von der Norm. 


2. Der Aschengehalt des Körpers avitaminöser Tiere ist, auf das 
gesamte Körpergewicht berechnet, im Vergleich zur Norm erhöht. 


3. Die Zusammensetzung der Asche ist in dem Sinne verändert, 
daß die Asche einen abnorm niedrigen Kaligehalt hat, während ihr 
Gehalt an Calcium abnorm hoch ist. Der Magnesiumgehalt war ver- 
mindert oder nicht verändert. Der Phosphorgehalt der Asche war 
vermindert. Auf das Körpergewicht berechnet, war aber der Phosphor- 
gehalt bei der Avitaminose erhöht. Das hat auch Yoshiue?) bei seinen 
Versuchen gefunden. Dagegen war der Phosphorgehalt der Asche 
avitaminöser Tiere bei meinen Versuchen, wie ich schon sagte, ver- 
mindert, bei den Versuchen von Yoshiue aber war er nur wenig ver- 
mindert, eigentlich fast unverändert im Vergleich zur Norm geblieben. 


Es kann also als sicher angenommen werden, daß der Phosphor- 
gehalt, auf den Gesamtkörper berechnet, bei der Avitaminose erhöht 
ist, daß aber der prozentige Phosphorgehalt der Asche entweder normal 
bleibt oder subnormal ist. Da der Phosphorgehalt der Asche jedenfalls 
bei der Avitaminose nicht ansteigt, so muß auch Phosphor im Verlaufe 
der Avitaminose aus dem Skelett oder den Weichteilen den Körper 


1) Diese Zeitschr. 183, 1922. 
2) Ebendaselbst 134, 1922. 
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verlassen haben. Hätte eı das nicht getan, sondern wäre er, wie z. B. 
der Kalk, im Skelett geblieben, so hätte notwendig die Körperasche 
&bnorm phosphorreich sein müssen. Das ist aber sicher nicht der Fall. 
Da aber andererseits der Phosphorgehalt des Gesamtkörpers bei der 
Avitaminose gesteigert ist, so muß auch im avitaminösen Körper noch 
viel Phosphor in solchen Teilen gesteckt haben, die wenig Asche liefern. 
Das sind aber die Weichteile. Da nun der Phosphor bei der Avita- 
minose im Vergleich zur Norm, auf das Körpergewicht berechnet, 
erhöht ist, so kann also folgerichtig gerade der Weichteilphosphor 
nicht Not gelitten haben, sondern die vorhandenen Weichteile mußten 
im Gegenteil noch mehr Phosphor in erhöhter Menge in sich abgelagert 
haben. Das kann ich kaum annehmen. Es wird vielmehr die Phosphor- 
vermehrung in den Weichteilen nur eine relative sein. Denn bei der 
Avitaminose schmelzen ja die Fettdepots des Körpers zunächst ein 
und bedingen den Gewichtsverlust. Ich habe nachgewiesen, daß dieser 
Gewichtsverlust nicht auf einem exzessiven Wasserverlust beruht. 
Das Fettgewebe ist aber Weichteilmasse ohne Phosphor. 

Wir werden also zu folgenden Schlüssen geführt: 

Bei der Avitaminose schmilzt zunächst das Fett ein, die Weich- 
teilmasse des Körpers wird dadurch vermindert. Das, was an Weichteil- 
masse übrigbleibt, ist ein Zellgewebe mit normalem Phosphorgehalt. 
Das Skelett hat ebenfalls seinen normalen Phosphorgehalt. So kommt 
es dann, daß bei der Avitaminose der Phosphorgehalt, auf den fett- 
armen Gesamtkörper berechnet, höher ist als der entsprechende Wert, 
den man bei einem fettreichen Normalkörper tindet, er muß aber 
herabgesetzt sein, wenn das Skelett etwas Phosphor verloren hat. Die 
restierenden Weichteile können nicht sonderlich abnorm phosphorarm 
geworden sein aus den vorstehend angeführten Gründen. Diese An- 
nahme involviert aber, daß die Weichteile bei der Avitaminose nicht 
die Fähigkeit verloren haben, Phosphor zurückzuhalten. Gi: müssen 
sich einer Phosphordarbietung gegenüber ungefähr genau so verhalten 
wie in der Norm. Diese Schlußfolgerung aber läßt sich experimentell 
prüfen. Da es sehr schwer ist, die gesamte Weichteilmasse quantitativ 
vom Skelett zu trennen, so habe ich den Phosphorgehalt desjenigen 
Organs untersucht, das eine ganz besondere Beziehung zum Phosphor- 
stoffwechsel hat — ich meine die Leber, die auch zugleich, wie aus den 
Beobachtungen von Collazo!) hervorgeht, bei der Avitaminose ge- 
schädigt wird, indem die glykogenspeichernde Funktion herabgesetzt ist. 
Franchini?) hat nämlich an normalen Kaninchen gezeigt, daß Lecithin- 
fütterung zu einer Steigerung des Lecithingehaltes der Leber führt. 


1) Diese Zeitschr. 186, 1923; 140, 1923. 
2) Ehbendaselbst 6, 210. 
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Zu ähnlichen Ergebnissen kam Yoskimoto!). Ferner geht aus den 
Versuchen Bickels') am Menschen hervor, daß der Phosphor des reinen 
Lecithins oder des Biocitins leicht retiniert wird. 

Ich habe nun etwa 6 Wochen alte Ratten in zwei Gruppen geteilt 
und allen Tieren das gleiche vitaminfreie Grundfutter gegeben, dagegen 
der ersten Gruppe eine Zulage von Vitamin. Jede Gruppe wurde in 
Unterabteilungen geteilt und die mit vitaminhaltigem Futter ernährten 
Tiere teils mit anorganischem Phosphor (phosphorsaurem Natrium), 
teils mit Lecithin, mit Lecithalbumin oder mit Biocitin ernährt. In 
allen Fällen bekamen die Tiere die gleichen P-Mengen mit den Phosphor- 
präparaten nach dem Körpergewicht, und zwar derart, daß auf 100 g 
während aller Versuchsphasen anfangs immer 0,0016g P und in der 
letzten Woche 0,0048g P kamen. Alsdann habe ich alle Tiere gleich- 
zeitig nach zweimonatiger Versuchsdauer getötet und analysiert. Ich 
habe gefunden, daß bei der Leber der prozentige Phosphorgehalt, 
der auf ihrer Trockensubstanz beruht, in allen Versuchen ungefähr 
gleich hoch war. Daraus geht hervor, daß die avitaminöse Leber genau 
wie die Normalleber ihre Phosphorbestandteile hat. Ein Unterschied 
zwischen den Tieren, die den Phosphor in anorganischer oder organischer 
Bindung als Zulage erhielten, bestand nicht. Allerdings enthielt ja 
auch das avitaminöse Grundfutter Phosphor in beiden Formen, und 
die mit Vitamin gefütterten Tiere bekamen im Citronensaft und in der 
Hefe noch eine kleine besondere Phosphorzulage. Es waren also die 
vitaminhaltig gefütterten Tiere hinsichtlich der Phosphordarbietung 
besser gestellt als die vitaminfrei ernährten Tiere. Trotzdem war der 
Phosphorgehalt der Leber aller Tiere der gleiche. Das Ergebnis dieses 
Versuches zeigt also, daß meine vorstehend gezogene Schlußtolgerung 
richtig ist, daß nämlich die Weichteilmassen des Körpers im avita- 
minösen Zustande nicht die Fähigkeit der Phosphorbindung verlieren. 


Versuchsanordnung. 


Das vitaminfreie Grundfutter bestand aus gekochtem, poliertem Reis 
und Weizeneiweiß und Casein nebst Schweineschmalz und Salzgemisch. 
Durch besondere Versuche an Tauben war festgestellt worden, daß das 
Leeithin, das Lecithalbumin und das verwandte Biocitin vitaminfrei waren. 
Die Gruppen 5 und 6 bekamen durch die Lecithalbumin- und Biocitin- 
zulage natürlich mehr Eiweiß als die anderen Tiere. Auffällig ist trotzdem 
die Gewichtszunahme der Biocitintiere. Es blieb auch hier die Trocken- 
substanz der Leber normal. Durch zweimalige Fütterung am Tage wurde 
dafür gesorgt, daß die Phosphorzulage quantitativ aufgefressen wurde. 
Die Vitaminzulage bestand in frischer Hefe und Citronensaft. 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 64, 464. 
2) Internationale Beiträge zur Pathol. u. Therap. der Ernährungs- 
störungen 8, H. 3. 


26 + 


384 








K. Morinaka: Phosphorstoffwechsel bei Avitaminose, 





Tabelle. 
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Über den Kephalin- und Leeithingehalt des Gehirns 
bei Avitaminose. 


Ven 
H. Naito (Nagoya). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 10. September 1923.) 


Obschon in dem klinischen Bilde der Avitaminose die Erscheinungen 
von seiten des Nervensystems eine zentrale Stellung einnehmen, und 
obschon auch bereits viel Arbeit in der pathologischen Anatomie des 
Nervensystems bei dieser Krankheit geleistet worden ist, harren den- 
noch immer gewisse grundsätzliche Fragen hier der Beantwortung. 
Diese Fragen lassen sich etwa folgendermaßen formulieren: 

1. Kann die Gesamtsumme der nervösen Erscheinungen aus dem 
pathologisch-anatomischen Befunde hergeleitet werden ? 

2. Handelt es sich bei den Veränderungen im Nervensystem um 
rein degenerative Prozesse oder spielen entzündliche Vorgänge daneben 
auch eine Rolle ? 

3. Bedingen sich die Veränderungen an den Ganglienzellen und 
diejenigen an ihren Fortsätzen, besonders an den peripherischen Nerven 
wechselseitig, oder greift die avitaminöse Störung an Ganglienzellen 
und Fortsätzen gleichzeitig an, bald jene, bald diese mehr in Mitleiden- 
schaft ziehend und dann natürlich gelegentlich auch eine wechsel- 
seitige Beeinflussung verursachend ? 

Nach dem gegenwärtigen Stande unserer Kenntnisse muß die 
erste Frage dahin beantwortet werden, daß der pathologisch-anatomische 
Befund (die Blutungen im Zentralnervensystem, die Entartung an 
den peripherischen Nerven) [Kihn!)] die klinisch sichtbaren Reiz- 
und Lähmungserscheinungen im wesentlichen erklärt, daß aber Reiz- 
erscheinungen zum mindesten auch durch sekundäre toxische Wirkungen 
ausgelöst werden können, wie das Auftreten des Opistotonus und 
ähnlicher Symptome bei avitaminösen Tieren im unmittelbaren An- 
schluß an forcierte Zufuhr von Zucker beweist [C'ollazo®)], und daß 


1) Kihn, Zeitschr. f. d. ges. Neurol. u. Psychol. 75, 1922. 
°) Collazo, diese Zeitschr. 186, 1923. 
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Lähmungserscheinungen auch ohne Degenerationen auftreten können 
infolge einer funktionellen Schwäche der Ganglienzellen, wobei es 
dahingestellt bleiben mag, ob hier ebenfalls toxische Wirkungen in 
Frage kommen, oder ob es sich um eine direkte Folge der Assimilations- 
störung handelt. Denn wie will man anders die Tatsache erklären, 
daß schwer gelähmte avitaminöse Tauben schon 24 Stunden nach 
einer Behandlung mit Vitaminextrakt ganz normal sich verhalten 
können [McCarrison!)]? 

Zur zweiten Frage ist zu sagen, daß der pathologisch-anatomische 
Befund am Nervensystem als wesentlichste Folge der avitaminösen 
Störung rein degenerative Veränderungen nachweist, und daß ent- 
zündliche Prozesse, wenn sie gelegentlich auftreten, wahrscheinlich nur 
die Bedeutung sekundärer Erscheinungen (Wirkung von Giften, die 
bei der avitaminösen Stoffwechselstörung auftreten) beanspruchen 
dürfen (Kihn, 1. c.). 

Bei der Beantwortung der dritten Frage müssen wir etwas weiter 
ausholen. Die Veränderungen, die man an den Ganglienzellen beob- 
achtet, erschöpfen sich im wesentlichen in einer Vakuolenbildung, 
Chromatolyse, Verschiebung des Kernes oder allgemeinen Atrophie; das 
sind aber alles Störungen von nicht allzu großem Umfange (Kihn, 1. c.). 
Sehr viel beträchtlicher erweisen sich die Degenerationen an den 
Achsenzylinderfortsätzen; sie übertreffen auch die Schrumpfungs- 
erscheinungen an den Protoplasmafortsätzen. Das alles deutet wohl 
darauf hin, daß die Ganglienzelle zwar durch den Vitaminmangel in 
ihrer Leistungsfähigkeit (Auftreten der funktionellen, rasch durch 
Vitaminzufuhr reparablen Lähmungen) geschädigt werden kann, 
daß aber der Achsenzylinderfortsatz, wenn er durch Vitaminmangel 
geschädigt wird, die schwerere pathologisch-anatomische Veränderung 
erkennen läßt. Man hat also durchaus den Eindruck, daß die Ganglien- 
zelle des vitaminfrei ernährten Körpers viel zäher an ihrer normalen 
morphologischen Struktur festhält als der Achsenzylinderfortsatz. Das 
würde in dem Sinne sprechen, daß die Degeneration der Achsenzylinder 
bei der Avitaminose keine sekundäre Degeneration zu sein, sondern 
daß der Achsenzylinderfortsatz primärer Angriffspunkt der avitaminösen 
Störung zu sein vermöchte, genau wie es natürlich auch die Gang- 
lienzelle sein könnte. Gegen diese Auffassung aber läßt sich ein- 
wenden, daß auch eine leichte Schädigung des nutritorischen Zentrums 
(Ganglienzelle) sekundär den langen und hinsichtlich der Ernährung 
schlechter als die Zelle und die kurzen Protoplasmafortsätze gestellten 
Achsenzylinderfortsatz beträchtlicher schädigen kann. 


1) MeCarrison, Studies in deficieney Disease. Oxford Medical Publi- 
cations 1921. 
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Abgesehen von diesen degenerativen Einzelerscheinungen am 
Nervensystem führt aber die Avitaminose auch zu einer Abnahme 
der gesamten Hirnmasse. Nach den Beobachtungen McCarrisons (l. c.) 
büßt das Gehirn im Verlaufe der Avitaminose etwa ein Siebentel seines 
Anfangsgewichts ein. Es nimmt also das Hirn teil an dem allgemeinen 
Weichteilschwund, der die Avitaminose kennzeichnet. 

Ergänzend zu diesen anatomischen Untersuchungen tritt nun die 
chemische Analyse des avitaminösen Gehirns. 
= > Über den Lecithingehalt des avitaminösen Gehirns liegen Angaben 
von Ciacciol), sowie Koch und Voegtlin?) vor, die eine leichte Ver- 
minderung feststellen. Über den Gehalt des avitaminösen Gehirns 
an Lecithin und Kephalin bringt meine vorliegende Arbeit Mitteilungen. 
Der Kephalingehalt des avitaminösen Gehirns ist bisher SE 
noch nicht untersucht worden. 

Ich nehme das Ergebnis meiner Beobachtungen hier vorweg: 
Bei der Avitaminose ändert sich der Kephalingehalt des Gehirns bei 
verschiedenen Tierarten nicht in eindeutiger Weise. Bei der einfachen 
Unterernährung bleibt er sicher normal. 


Tabelle. 
Durchschnittswerte der Analysen bei den verschiedenen Tiergruppen. 





Normaltiere | Ünteremnährte Tiere Avitaminöse Tiere 
Proz. Proz. Proz. 


Leeithingehalt des frischen Rattengehirns ir in 
Prozentgehalt P in g 
0,266 | — 0,286 


Kephalingehalt des frischen Rattengehirns in 
Prozentgehalt P in g 


0315 _ 2 | 0,289 


Kephalingehalt des frischen Meerschweinchen- 
. gehirns in Prozentgehalt P in g 


0,230 0,225 0,259 


Wenn man diese Beobachtung mit derjenigen von McCarrison 
in Beziehung setzt, nach der bei der Avitaminose das Hirngewicht 
sich etwa um ein Siebentel seines ursprünglichen Wertes vermindert, 
so findet man, daß bei dieser allgemeinen Hirnatrophie die quantitative 
Zusammensetzung des Gehirns hinsichtlich seines Kephalingehaltes 
im großen und ganzen aufrechterhalten bleibt, daß also kephalin- 
haltige Hirnsubstanz in ungefähr progressiver Weise mit der allgemeinen 
Hirnatrophie zugrunde geht. 


1) Ciaccio, Annali di clinica medica, Jahrg. 10, 1920; I. und II. Mitt. 
2) Koch und Voegtlin, Public Health Service. Hygienic Laborat. Bull. 
Washington 1916. 
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Das Kephalin gehört nun zu den Lipoidsubstanzen. Es ist. wie 
gesagt, ein spezifisches Gehirnlipoid. Neben ihm aber finden sich im 
Gehirn auch noch andere Lecithine, die zwar nicht in gleicher Weise 
wie das Kephalin hirnspezifisch sind, aber doch auch einen integrierenden 
Bestandteil der Hirnmasse darstellen. 

Bei der oben erwähnten, wohl durch eine allgemeine Atrophie 
bedingten Gewichtsabnahme des Hirns ändert sich aber, wie meine 
Versuche dartun, auch der Lecithingehalt des Gehirns nicht wesentlich. 
Ich fand eine geringfügige Vermehrung, andere Autoren eine eben- 
solche Verminderung. 

Wenn man berücksichtigt, daß das avitaminöse Gehirn ein wenig 
wasserreicher als das Normalhirn ist — es handelt sich wohl kaum um 
mehr als etwa 2 bis 3 Proz. —, so würden meine Analysenzahlen bei 
der Berechnung auf die trockene Hirnsubstanz auch nur unwesentliche 
Änderungen in ihrem Ergebnis erfahren. Trockensubstanzbestimmungen 
konnte ich an meinen Gehirnen nicht vornehmen, da die ganzen Gehirne 
für die Analysen benötigt wurden. 

Auf Grund aller dieser Darlegungen können wir die für die Avita- 
minose charakteristischen Störungen am Gehirn in folgenden Sätzen 
zusammenfassen ` 

l. Das Gehirn nimmt an dem allgemeinen Weichteilschwund bei 
der Avitaminose teil (McCarrison). 

2. Der prozentige Kephalingehalt des Gehirns ändert sich bei 
der Avitaminose nicht deutlich. 

3. Der prozentige Lecithingehalt des Gehirns ändert sich bei der 
Avitaminose ebenfalls nicht wesentlich oder vermindert sich nur wenig. 

Daraus ergibt sich, daß bei der Avitaminose im wesentlichen nur 
eine quantitative Veränderung in der Hirnmasse eintritt ohne stärkere 
qualitative Störung in der Zusammensetzung, soweit das aus dem 
Kephalin- und Lecithingehalt ersichtlich ist. Im Gegensatz hierzu 
tritt bei anderen Körperorganen, wie dahingehende Untersuchungen 
von anderen Autoren zeigen, ein stärkerer Lipoidverlust ein (vgl. hierzu 
Ciaccio, Lei | 
Versuchsprotokolle. 
Kephalinbestimmungen bei den Meerschweinchen. 

Gruppe A: Normale Fütterung. 


l. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 320 g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 405 g 
Gehirngewicht . . . . 2. oaa. 3,1736 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0322 Me, DO. = 7,2 mg P. 

2. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 400 g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 420 8 
Gehirngewicht . . . . x 2... 3,2210 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0251 Mg, P,O, = 7,0 mg P. 
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3. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 470g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 470g 
Gehirngewicht . . . . 2.2... 3,5121 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0309 Mg,P,O, = 8,6 mg P. 


Gruppe B: Unterernährung. 


1. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 340g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 240g 
Gehirngewicht . . . .... 3,3585 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0268 Mg, P,O, = 7,4 mg P. 

2. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 420 g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 300 g 
Gehirngewicht . . . . AO 1 4 3,5480 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0316 Mg, P, O, = 8,8 mg P. 

3. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 180g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 110g 
Gehirngewicht . . . . , 2,4874g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0178 Mg, P, O, = 4,9 mg P. 


Gruppe C: Avitaminöse Fütterung. 


1. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 290g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 148g 
Gehirngewicht . . . . . . 3,0686 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0322 Mg:P, O, = 8,5 mg P. 

2. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 380g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 170g 
Gehirngewicht . . . . ...3,3170g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0438 Map, O; = 10,5 mg P. 

3. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 255g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 120g 
Gehirngewicht . . . . . . 2,8312 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0230 Mg, P, 0, = 6,4 mg P. 

4. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 250g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 120g 
Gehirngewicht . . . . , 2,6454 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0213 Mg, P, ES = 5,9 mg P. 

5. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 300g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 170g 
Gehirngewicht . . . . e 3,2348 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0244 Met, o. = 7,l mg P. 

6. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 250g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 165g 
Gehirngewicht . . .. . 3,2246 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0338 Mg, P, O, = 9,4 mg P. 
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7. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 280g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 190g 
Gehirngewicht . . .. e,  3,2879g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0328 Mg, P, O, = 9,1 mg P. 

8. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 270g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 190g 
Gehirngewicht . . . . . . . . 2,9340 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0223 Mg, P, O, = 6,2 mg P. 


Kephalintestimmungen bei den Ratten. 
Gruppe A: Normale Ernährung. 


1. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 65g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 165g 
Gehirngewicht . . . .. . . . .  1,3832g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0124 Mg, P.O, = 3,4 mg P. 

2. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 60g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 165g 
Gehirngewicht . . .. A 1,3698 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0112 Mg, P, O, = 3,1l mg P. 

3. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 44g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 80g 
Gehirngewicht . . . . Be ee 1,3238 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,01826 Mg, P, O, = 5,0 mg P. 

4. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 58g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 90g 
Gehirngewicht . . . . ai ët 1,5378 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0204 Mg, P,O, = 5,6 mg P. 


Gruppe B: Avitaminöse Ernährung. 


l. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 100g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 53g 
Gehirngewicht . . . 2. 2.2 .2.. 1,3702 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0123 Mg, P,O, = 3,4 mg P. 

2. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 80g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 43g 
Gehirngewicht . . . . .  1,3555g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0116 Me, P,O, = 3,2 mg P. 

3. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 85g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 55g 
Gehirngewicht . . . . . e 1,1090 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0121 Mg, P, oO, = 3,3 mg P. 

4. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 150g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 95g 
Gehirngewicht . . . . ; 1,5442 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0140 Me. P, ©: = 3,9 mg P. 


Kephalin- und Lecithingehalt dee Gehirns usw. 391 


5. Fall: Anfangskörpergewicht . . .... 150 g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 988 
Gehirngewicht . . . . ..... 1,6360 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0131 Me, DO, = 3,6 mg P. 

6. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 75g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 62 g 
Gehirngewicht . . . . 2.2... 1,6080 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0188 Mg,P,O, = 5,2 mg P. 

7. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 69 g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 49g 
Gehirngewicht . . . . 2.2... 1,1901 g 

Das ganze Gehirn lieferte 0,0162 Mg,P,O, = 4,5 mg P. 

8. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 65g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 45g 
Gehirngewicht . . . . ; 1,2199 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0171 Mob, oO, = 4,7 mg P. 


9. Fall: Anfangskörpergewicht . . . . . . 105g 
Letztes Körpergewicht. . . . . . 75g 
Gehirngewicht . . . .. a... r 1,6202 g 


Das ganze Gehirn lieferte 0,0179 Mg,P,0, = 4,9 mg P. 


Lecithinbestimmung bei den Ratten. 


Gruppe A: Normale Fütterung. 
1. Fall: 
2. 35 |Anfangskörpergewieht (Summo) . 830g 
3. o 
Letztes Körpergewicht (Summe). . 670g 
Gehirngewicht (Summe) . . . . . 4,375g 


Das ganze Gehirn der drei Tiere lieferte 0,0376 Mg, P,O, = 10,4 mg P. 
also 0,2728 g Lecithin. 


S GE | Anfangskörpergewicht ©... . 405g 
Letztes e nn. 465g 
Gehirngewicht . . . . e 3,175g 


Das ganze Gehirn der zwei Tiere lieferte 0,0350 Mg, P,O, = 9,7 mg P, 
also 0,2638 g Lecithin. 


Gruppe B: Avitaminöse Fütterung. 
l. i 
2. „  „Anfangskörpergewicht (Summe). . 129 g 
3. 


Letztes Körpergewicht (Summe). . 190 g 
Gehirngewicht (Summe). . . . .  £.0629g 
Das ganze Gehirn der drei Tiere lieferte 0,0486 Mg, P,O, = 13,5 mg P, 
also 0,3525 g Lecithin. 
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4. Fall: 
E A |Anfangskörpergewicht (Summe). . 115g 
6. „ 
Letztes Körpergewicht (Summe). . 178g 
Gehirngewicht (Summe) . . . . . 3,9786 g 
Das ganze Gehirn der drei Tiere lieferte 0,0342 Mg,P,O, = 9,5 mg P, 
also 0,2480 g Lecithin. 


Die Kephalinbestimmung wurde nach der Salkowskischen Methode 
(diese Zeitschr. 51, H. 5/6) gemacht. Die Lecithinbestimmung wurde nach 
der Methode von Sudo-Kumagawa ausgeführt. 


Fütterung. 

Normalernährte Meerschweinchen: Trockener Hafer, frische Mohr- 
rüben, Wasser ad libitum. 

Unterernährte Meerschweinchen: Trockener Hafer, frische Mohr- 
rüben, beides in geringerer Menge. Wasser ad libitum. 

Avitaminöse Meerschweinchen: Trockener Hafer, Wasser. 

Normalermährte Ratten: Nahrungsgemisch von folgender Zusammen- 
setzung: 

a) 12g getrocknetes, vitaminfreies Fleischpulver; 

b) 36 g polierter Reis. 

a) und b) wurden mit Wasser zu einem Brei gekocht; darauf werden 
zugesetzt: 24 g frische Butter, 12 g frische Hefe; 6 ccm frischer Citronensaft ; 
3g Salzgemisch. 

Von dieser ganzen Nahrungsmischung konnten die Tiere ad libitum 
fressen. 

Vitaminfrei ernährte Ratten: a) 12g getrocknetes, vitaminfreies 
Fleischpulver; 

b) 36 g polierter Reis. 

a) und b) wurden mit Wasser zu einem Brei gekocht; darauf wurden 
zugesetzt: 24 g ausgelassenes Schweineschmalz, 3 g Salzgemisch. 

Von diesem ganzen Nahrungsgemisch konnten die Tiere ad libitum 
fressen. i 

Das Salzgemisch bestand aus: 30g Ca,(PO,), + 1lllg K,HPO, 
+ 60g NaCl + 45g Natrium citric. + 24g Magnes. citric. + 24g Cale. 
citric. + 6,5 g Eisencitrat. 


Über den Lecithingehalt des Gehirns und der Leber normaler 
und avitaminöser Tauben fnach forcierter Leecithinfütterung. 


Von 
H. Naito (Nagoya). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Institute 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 10. September 1923. ) 


Nachdem ich in einer früheren Arbeit (1) „Über den Kephalin- 
und Lecithingehalt des Gehirns bei Avitaminose‘‘ gezeigt hatte, daß 
bei dieser Krankheit die quantitative Störung, die sich in der Hirn- 
gewichtsabnahme ausdrückt, nicht begleitet ist von einer wesentlichen 
qualitativen Störung in der Zusammensetzung der Hirnsubstanz, soweit 
sie sich auf das Kephalin und Lecithin bezieht, habe ich mich der 
Frage zugewandt, ob es möglich ist, durch eine forcierte Lecithin- 
fütterung im avitaminösen Zustande eine Lecithinanreicherung des 
Gehirns zu erzielen. 

Für den Normalkörper liegen zu dieser Frage einige Beobachtungen 
vor, die von Salkowski (2) und seinem Schüler Franchini (3) angestellt 
worden sind. 


Bei Kaninchen fanden diese Autoren, daß durch Fütterung mit Lecithin 
aus Eidotter zwar in der Leber ein reicherer Lecithingehalt erzielt werden 
kann, daß aber das Gehirn nicht an Lecithin zunimmt. Gegen diesen 
negativen Befund wendet Salkowski (2) ein, daß das Eidotterlecithin nach 
den Beobachtungen von Fraenkel (4) keineswegs identisch ist mit dem 
lecithinartigen Körper des menschlichen Gehirns, einem Triaminodiphos- 
phatid, dem Fraenkel den Namen ‚Sahidin‘' gegeben hat, und daß darum 
das Eidotterlecithin als hirnfremder Stoff nicht im Gehirn abgelagert zu 
werden braucht; daß ferner, wenn auch eine Ablagerungsmöglichkeit vor- 
handen wäre, dennoch ein Organ von normaler Zusammensetzung sich 
keinen einzelnen Bestandteil willkürlich brauchte aufdrängen zu lassen. 
In den Versuchen von Salkowski und Franchini wurde der Lecithingehalt 
des Hirns hungernder Tiere mit und ohne Lecithinzufuhr bestimmt. So 
konnte auch vielleicht gerade der Mangel an Nahrungszufuhr Ursache 
sein, daß das Gehirn kein Lecithin ansetzte. Auch diesen Einwand macht 
Salkowski gegen die Beweiskraft seiner negativen Versuchsergebnisse 
geltend. 
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Nun ist mit dem progressiven Hirnschwund bei der Avitaminose 
ein pathologischer Zustand gegeben, bei dem Hiınsubstanz in ge- 
steigertem Maße zersetzt wird, allerdings in der Weise, daß sich der 
prozentige Lecithingehalt des Gehirns, wie andere Autoren und ich 
früher feststellten, nicht oder nur wenig dabei verringert. Bei einem 
solchen atrophischen Weichteilschwund war es aber immerhin möglich, 
daß durch forcierte Ernährung mit Lecithin dieser Schwund, soweit er 
die phosphorhaltigen Bestandteile der Zellsubstanz betraf, vielleicht 
teilweise aufgehalten werden könnte, daß also bei der Atrophie eine 
isolierte Anreicherung des atrophischen Zellmaterials mit Lecithin 
erreicht werden könnte. Es war denkbar, daß, wenn eine Lecithin- 
anreicherung des normalen Gehirns auch jenseits der Grenze der 
Möglichkeit lag, eine Lecithinanreicherung eines zum Zerfall neigenden 
Gehirns dennoch zustande kommen könnte. 


Meine Versuche, über die ich im folgenden berichten will, habe 
ich nun derart angestellt, daß ich an normal und avitaminös ernährten 
Tauben Eidotterlecithin in größeren Mengen täglich während mehrerer 
Wochen verfütterte. Alle Tiere bekamen täglich gleiche Mengen. Dann 
wurden die Tiere durch Verbluten getötet, und ihr Gehirn wurde auf 
seinen Lecithingehalt untersucht. 


Das Ergebnis meiner Versuche war eindeutig: Der prozentige 
Lecithingehalt des Gehirns, auf die frische Hirnsubstanz berechnet, 
war bei beiden Tiergruppen fast der gleiche, ein wenig geringer bei den 
avitaminösen als bei den normalen. Da das Hirn der avitaminösen 
Tiere etwas wasserTeicher ist, war also jedenfalls in ihm weniger Lecithin 
in der Trockensubstanz als bei dem Normalgehirn. Die Verhältnisse 
liegen also beim Hirnlecithin dieser Tiere so wie beim Hirnlecithin 
von Tieren, die nicht forciert mit Lecithin gefüttert werden. Auch 
hier ist kein erheblicher Unterschied zwischen normal ernährten und 
vitaminfrei ernährten Tieren. In Verbindung mit den Versuchen von 
Salkowski und Franchini und mit meinen früheren Versuchen wird 
man aus meinen vorliegenden Versuchen den Schluß ziehen dürfen, 
daß auch bei forcierter Fütterung mit Eidotterlecithin das Gehirn’ 
normaler und avitaminöser Tiere kein Lecithin aufstapelt. 


Nun habe ich ferner den Lecithingehalt der Leber bei meinen 
Tieren untersucht. Hier fand ich, daß, auf das Gewicht des frischen 
Organs berechnet, die Lebern der Tauben, die mit vitaminhaltigem 
Futter und Lecithinzulagen ernährt worden waren, prozentual deutlich 
mehr Lecithin enthielten als die Lebern der mit vitaminfreiem Futter 
und den gleichen Lecithinzulagen ernährten Tiere. Hier zeigte sich 
also immerhin ein Unterschied. Da nach den Versuchen von Salkowsks 
und Franchini die Leber des Normaltieres — bei einem drei- bis vier- 
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tägigen Hungerzustande leidet der Vitamingehalt des Körpers nach den 
Beobachtungen von Collazo (5) sicher nicht — Lecithin bei gesteigerter 
Zufuhr aufspeichert, kann man annehmen, daß der Lecithingehalt der 
Leber meiner normal ernährten Tauben ein abnorm hoher war. Wenn 
nun der Lecithingehalt der Leber meiner avitaminösen Tauben niedriger 
war, so mußte die Leber dieser Tiere weniger Lecithin gespeichert 
haben, oder die Leber mußte an anderen Stoffen, wie z. B. Wasser, 
unverhältnismäßig reicher geworden sein. 

Nun hat aber Morinaka (6) in Versuchen, die er im hiesigen Labo- 
ratorium machte, gefunden, daß der Gesamtphosphorgehalt normal 
ernährter und vitaminfrei ernährter Ratten, die in gleichmäßiger Weise 
anorganische Phosphorzulagen oder Lecithinzulagen zur Nahrung 
bekon,men hatten, auf die Trockensubstanz der Leber berechnet, 
gleich war. Ich habe nicht den Gesamtphosphorgehalt, sondern nur 
den Lecithinphosphor bestimmt und auf das Gewicht der frischen 
Leber berechnet, und für den Lecithinphosphor bei den normal 
ernährten Tieren in der Leber höhere NR gefunden als in der 
Leber der avitaminös ernährten Tiere. 

Diese prozentige Verminderung des Lecithingehaltes in der 
Leber könnte, wie ich schon sagte, darauf beruhen, daß der Wasser- 
gehalt der avitaminösen Leber größer ist als der der Normalleber. 
Lawaczeck (7) scheint auch bei Reistauben die Skelettmuskulatur etwas 
wasserreicher gefunden zu haben als die Muskulatur normaler Tiere. 
Andererseits hat aber Morinaka (8) den prozentigen Wassergehalt des 
ganzen avitaminösen Rattenkörpers im Vergleich zum Normalkörper 
bis auf etwa 2 bis 3 Proz. unverändert gesehen, um die der 
avitaminöse Körper wasserreicher ist. Trotzdem könnten ja einzelne 
Organe bei der Avitaminose wasserreicher werden bei ungefähr gleich- 
bleibendem Wassergehalt des Gesamtkörpers. Es könnte sich sehr 
wohl nur um Verschiebungen in der Wasserverteilung handeln. Asada (12) 
fand den Wassergehalt der avitaminösen Leber um etwa 4 Proz. höher 
als den der Normalleber. Indessen sind die Unterschiede zwischen 
dem Lecithingehalt der Normallebern und der avitaminösen Lebern 
bei meinen Versuchen so groß, daß sie durch einen um etwa 4 Proz. 
vermehrten Wassergehalt des avitaminösen Organs nicht erklärbar 
sind. Und doch spricht dagegen wieder bis zu einem gewissen Grade 
der Befund Morinakas, der besagt, daß der prozentige Phosphor- 
gehalt der Leberasche von Ratten, die forciert mit Lecithin gefüttert 
wurden, nicht von dem entsprechenden Werte bei Normaltieren bei 
gleicher Fütterung abweicht. So muß man annehmen, daß die avita- 
minöse Leber sich zuungunsten des Lecithins mit anderen Phosphor- 
verbindungen anreichert. Dafür sprechen auch die Beobachtungen 
von Wieland (13). 
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Collazo (9) fand den Lipoidgehalt des Blutes bei Avitaminosc wenig 
verändert, Ciaccio (10) denjenigen der Muskulatur bei avitaminösen 
Tieren vermindert. So glaube ich im Hinblick auf meine Befunde am 
Gehirn mich dahin resolvieren zu müssen, daß bei der Avitaminose 
gröbere Störungen im Lipoidstoffwechsel im Gehirn nicht vorliegen, 
daß andere Organe mehr als das Gehirn an Lipoiden verarmen, und daß 
eine forcierte Anreicherung der Leber mit Lecithin nicht wie im normalen 
Körper möglich ist. Mit dem gesamten Phosphorstoffwechsel verhält 
es sich bei der Avitaminose nach den Beobachtungen von Yoshtue (11) 
und Morinaka derart, daß der Phosphorgehalt des avitaminösen Körpers 
nur in dem Maße des Weichteilschwundes abnimmt. 


Versuchsprotokolle. 
Versuch I. Avitaminöse Tauben ( Reisnahrung). 


1. Fall: Taube von 180 g. 
Lebergewicht. . . . . . . . . 5,500g 
Gehirngewicht . . . . . . . . 1,976g 
5,500 g Leber lieferten 0,0144 Mg,P,O,, also 0,1045 g Lecithin = 1,9 Proz. 
1,976 g Gehirn lieferten 0,0146 g Mg,P,O,. also 0,1059g Lecithin 
= 5,3 Proz. 
2. Fall: Taube von 160g. 
Lebergewicht. . . . . . . . . 4,285 g 
Gehirngewicht . . . . . . . . 1,8164 g 
4,285 g Leber lieferten 0,017gMg,P,O,, also 0,1233 g Lecithin = 2,9 Proz. 
1,816g Gehirn lieferten 0,0116g Mg, P20,, also 0,0841 g Lecithin = 4,6 Proz. 


Versuch II. Normaliiere (Erbsennahrung). 


l. Fall: Taube von 270g. 
Lebergewicht. . . . . . . . . 9,7274 g 
Gehirngewicht . . . . . . . . 2,1084 g 
9,7274g Leber lieferten 0,0326 g Mg,P,O,, also 0,2364 g Lecithin 
2,4 Proz. 
2,1084 g Gehirn lieferten 0,0155 g Mg,P,O,, also 0,1124g Lecithin 
= 5,3 Proz. 


2. Fall: Taube von 250g. 
Lebergewicht. . . . 2.2... . 7,469g 
Gehirngewicht `, . . . ....1,741g 
7,469g Leber lieferten 0,0344 g Mg,P,O,. aiso 0,2495 g Lecithin 
= 3,3 Proz. 
1,741 g Gehirn lieferten 0,0131 g Mg,P,0O, also 0,096g Lecithin 
= 5,4 Proz. 


3. Fall: Taube von 190g ee icht. 
Lebergewicht. . . . . . 5,9126g 
Gehirngewicht . . . . . . . . 1,6998 g 
5,9126 g Leber lieferten 0,0360 g Mg PO. also 0,2611 g Lecithin 
4,3 Proz. 
1,6998 g Gehirn lieferten 0,0136 g Me, DO. also 0,0987 g Lecithin 
6,8 Proz. 


I 


Il 
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Avitaminöse Tauben. 


Gehirngewicht: Lecithin . = 5,00 Proz. 
Lebergewicht:Lecithin `, . . = 2,33 „, 
Körpergewicht: Gehirngewicht . = HERE. e 
Körpergewicht: Lebergewicht = 2,87 „ 
Normale Tauben. 
Gehirngewicht: Lecithin . . = 5,4 Proz. 
Lebergewicht: Lecithin i Se: SE. e 
Körpergewicht: Lebergewicht eck ën 
Körpergewicht: Gehirngewicht . = 0,78 ,, 


Durchschnittlicher Prozentgehalt an Lecithin in der frischen Substanz. 


Gehim Leber 
Avıtaminöse Tauben . . . . 4,9 Proz. 2,4 Proz. 
Normale Tauben . . ....55 „ 3,3 „ 


Die Lecithinbestimmungen wurden nach Sudo-Kumagawa gemacht. 
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| Über die Vernichtung 
des Diffusionspotentials an Flüssigkeitsgrenzen. 


Von 
Leonor Michaelis und Akiji Fujita. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universität 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1923.) 


Die Messung der EMK von galvanischen Ketten wird heute oft 
zur Bestimmung von Ionenkonzentrationen benutzt. Die Voraussetzung 
für die Verwendbarkeit des direkt gemessenen Potentialunterschieds 
der Elektroden ist, daß die bei der Zusammensetzung solcher Ketten 
niemals vermeidlichen Diffusionspotentiale an der Berührungsstelle 
verschiedener Flüssigkeiten entweder berechnet oder experimentell 
auf einen praktisch bedeutungslosen Wert herabgedrückt werden 
können. Da die Berechnung: der Diffusionspotentiale im allgemeinen 
bei Flüssigkeiten komplizierter Zusammensetzung auf unüberwindliche 
Schwierigkeiten stößt, so hat sich das Verfahren der experimentellen 
Vernichtung des Diffusionspotentials immer mehr eingebürgert. Dieses 
Verfahren beruht auf der zuerst von Tower!) hervorgehobenen Tat- 
sache, daß die Zwischenschaltung einer gesättigten Lösung eines leicht 
löslichen binären Elektrolyten, dessen Anion und Kation möglichst 
gleiche Beweglichkeit haben, dem gedachten Zwecke entspricht. Als 
solcher Elektrolyt wird in der Regel KCI, gelegentlich auch Ammonium- 
nitrat benutzt. Zwischen annähernd neutralen Lösungen dürfte dieses 
Verfahren immer genügen. Wenn aber eine der beiden Lösungen sehr 
sauer oder sehr alkalisch ist, wird das Diffusionspotential nicht in 
befriedigender Weise vernichtet wegen der exzeptionell hohen Be- 
weglichkeit der H- oder OH-Ionen. Für diese Fälle hat Bjerrum?) 
eine Methode ausgearbeitet, welche darin besteht, daß man als Flüssig- 
keitsverbindung für die beiden Lösungen der Reihe nach erst eine 
1,75 n KCl-Lösung, sodann eine 3,5 n KCl-Lösung einschaltet. Findet 


1) Tower, Zeitschr. f. physik. Chem. 20, 198, 1896. 
2) N. Bjerrum, ebendaselbst 58, 428, 1905. 
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man, daß die EMK dieser beiden Ketten nicht gleich ist, so darf man 
annehmen, daß auch die stärkere der beiden KClI-Lösungen nicht 
ausgereicht hat, um das Diffusionspotential völlig zu vernichten. Bjerrum 
hat nun teils auf Grund theoretischer Überlegungen, teils empirisch 
die Regel aufgestellt, daß man zu der EMK der Kette mit 3,5n KCl- 
Lösung ihren Potentialunterschied gegen die Kette mit 1,75n KCl- 
Lösung noch einmal addieren soll; die so erhaltene Zahl stellt eine 
Extrapolation dar, welche dem wahren, vom Diffusionspotential be- 
freiten Wert des Potentialunterschieds der Elektroden entspricht. 
Bjerrum gibt selbst an, daß diese Methode Anspruch auf Genauigkeit 
nur dann machen kann, wenn die Extrapolation nur wenige Millivolt 
beträgt. 

Im folgenden wollen wir eine Methode beschreiben, welche den- 
selben Effekt hat wie die Bjerrumsche Methode, aber den technischen 
Vorteil bietet, daß die zweizeitige Messung von Bjerrum auf eine ein- 
zeitige Messung reduziert wird. Diese Methode wurde vor kurzem in 
der Arbeit von Michaelis und Kakinuma!) schon praktisch verwendet, 
und es wurde in Aussicht gestellt, eine genauere Begründung zu geben. 
Dieses soll in der vorliegenden Arbeit geschehen. 

Nehmen wir z. B. an, wir hätten die Aufgabe, das Diffusions- 
potential zwischen einer n/100 HCl-Lösung und irgend einer, sagen wir, 
ungefähr neutralen Lösung zu vernichten, so stellen wir folgende 
Flüssigkeitsverbindungen her: 1. die n/100 HCl-Lösung; mit dieser 
bringen wir in Berührung 2. eine ebenfalls n/100 HCl-Lösung, welche 
aber außerdem noch gesättigt ist mit KCl, und 3. eine reine gesättigte 
K Cl-Lösung; an diese schließen wir 4. die annähernd neutrale Lösung 
an, gegen welche das Diffusionspotential der sauren Lösung zu vernichten 
war. In der Regel wird diese vierte Lösung ebenfalls eine KCl-Lösung 
sein, nämlich die KCl-Lösung der als Ableitung benutzten Kalomel- 
elektrode. Da wir immer mit der mit KCl gesättigten Kalomelelektrode 
als Ableitungselektrode gearbeitet haben, so ist in unserem Versuche 
immer 4. mit 3. identisch, so daß wir nur folgende Verbindungen her- 
zustellen brauchen: 





Pt, H, n/100 HCI n/100 HCl, gesättigte Kalomel- 
| gesättigt mit | KCl-Lösung | elektrodemit 
KCl gesätt. KC! 
l | 2 3 
A B 


Die Erklärung für die Wirksamkeit dieser Anordnung kann etwa 
folgendermaßen gegeben werden. An der Grenze A kann kein merk- 
bares Diffusionspotential entstehen; denn angenommen, die Flüssig- 


1) Diese Zeitschr. (im Druck). 
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keit Nr. 2 enthielte kein KCl, so wäre sie identisch mit der Lösung Nr. 1 
und würde gewiß kein Diffusionspotential gegen 1 zeigen. Wenn wir nun 
der Lösung 2 noch KC hinzufügen, so ist es gemäß dem oben erwähnten 
Prinzip nicht denkbar, daß ein Diffusionspotential von praktisch merk- 
barer Größe dadurch entsteht. Denn mag auch durch das KCI die 
„Aktivität“ und die Beweglichkeit der H-Ionen etwas geändert und das 
Diffusionsgleichgewicht der H-Ionen in den beiden Lösungen daher ein 
wenig gestört werden, so muß doch der potentialvernichtende Einfluß 
des überschüssigen KCl stark überwiegen. Es ist nicht vorstellbar, 
daß irgend ein Diffusionspotential zwischen zwei wässerigen verdünnten 
Lösungen dadurch in praktisch bemerkbarer Weise erhöht wird, daß 
man zu der einen Lösung KCl im Überschuß zusetzt. Was nun die 
Grenze B betrifft, so stoßen hier zwei gesättigte KClI-Lösungen zu- 
sammen, von denen die eine nur noch außerdem m/100 Liter HO 
enthält. Nun ist ja schon das Diffusionspotential zwischen einer reinen 
n/100 HCl-Lösung und einer gesättigten KCl-Lösung sehr gering, 
und diese wenigen Millivolt müssen auf einen verschwindend kleinen 
Betrag heruntergedrückt werden, wenn man die n/100 HCl-Lösung 
noch dazu mit KO sättigt. Wir dürfen also erwarten, daß unsere 
Anordnung das Diffusionspotential praktisch vernichtet. 

Die praktische Durchführung der Methode könnte in der Weise 
geschehen, daß man die verschiedenen Flüssigkeiten in der genannten 
Reihe in der üblichen Weise durch Heber miteinander verbindet. Wir 
wandten dieses Prinzip aber einfach in folgender Weise an. Als H. 
Elektrode benutzten wir die birnförmige Elektrode in der Form, wie 
sie von Michaelis!) beschrieben ist. Die Ausflußöffnung dieses Elek- 
trodengefäßes ist nicht ein mit der Spitze nach unten gerichtetes Rohr, 
sondern ein leicht S-förmig gekrümmtes Rohr, dessen Mündung nach 
oben gerichtet ist. Nachdem die Elektrode mit der zu messenden Lösung 
gefüllt, mit H, durchströmt und in einem Drehstativ durch etwa 
100 Umdrehungen in völliges Gasgleichgewicht gebracht ist, werden 
in die nach oben gerichtete Ausflußöffnung, welche mit der zu unter- 
suchenden Lösung völlig gefüllt ist, feine Kristalle von KOL eingefüllt. 
Diese sinken bis zur tiefsten Stelle dieses Rohres und sättigen die 
Lösung an dieser Stelle mit KCl. In diesen Brei von KCl-Kristallen 
taucht man die Spitze eines Hebers ein, welcher mit einer mit KCI ge- 
sättigten Agargallerte gefüllt ist. Diese wird hergestellt, indem man 


1) L. Michaelis, Prakt. d. physik. Chem., 2. Aufl., Berlin, Julius Springer, 
1922; daselbst S. 158: Man beachte, daß in der daselbst befindlichen Abb. 30 
das abgebogene, wellenförmige Ausflußrohr horizontal nach hinten verläuft. 
Die perspektivische Zeichnung könnte zu der falschen Vorstellung ver- 
leiten, daß die Hauptrichtung des Ausflußrohres nach oben ist; nur das 
äußerste Ende läuft in Wirklichkeit aufwärts. 
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3g Agar mit 100 g Wasser völlig verkocht und noch heiß mit 40 g KCI 
versetzt; diese noch flüssige Gallerte wird in Glasheber eingefüllt 
und erstarrt dann, wobei das KCl zu einem kleinen Teil wieder aus- 
kristallisiert. Das andere Ende dieses Agarhebers taucht in eine ge- 
sättigte Lösung von KCl, in welche andererseits das Abflußrohr der 
Kalomelelektrode eintaucht. In dieser Weise wird die in dem obigen 
Schema beschriebene Flüssigkeitsbindung in einer technisch sehr be- 
quemen Weise verwirklicht. (Der Agarheber wird, wenn nicht gebraucht, 
stets unter gesättigter KCl-Lösung aufbewahrt und ist dauernd haltbar.) 

Es war nun unsere Aufgabe, die Leistungsfähigkeit dieser Methode 
mit der Bjerrumschen Extrapolationsmethode zu vergleichen. Um 
immer unter denselben Bedingungen zu arbeiten, benutzten wir für 
die Bjerrumsche Methode ebenfalls unsere Birnelektrode, nur mit dem 
Unterschied, daß das nach oben gerichtete Ausflußrohrende vermittelst 
eines passend geformten Glasröhrchens und einer Gummischlauch- 
verbindung in eine nach unten gerichtete Ausflußöffnung verwandelt 
wurde. Als Ableitungselektrode benutzten wir auch hier immer die ge- 
sättigte Kalomelelektrode. Folgendes Schema zeigt unsere Anordnung: 


Gesättigte ' Gesättigte 1,75n KCl- n/100 HO | PtH, 
Kalomel- | KCl-Lösung Lösung 
elektrode | 








Nachdem die EMK dicser Kette gemessen war, wurde die ganze 
Kette zum zweitenmal angesetzt, nur wurde an Stelle von 1,75 n KCl- 
Lösung eine 3,5n KCl-Lösung benutzt. Nach dem Prinzip, welches 
früher von Michaelis und Krüger!) angegeben wurde, benutzten wir 
die gesättigte Kalomelelektrode nur als Hilfselektrode und verließen 
uns nicht auf den absoluten Wert ihres Potentials. An jedem Tage 
wurde zunächst der Potentialunterschied gegen eine H,-Elektrode 
mit Standardacetat gemessen, und die in den folgenden Protokollen 
notierten Werte der Potentialdifferenz sind immer die Potential- 
unterschiede gegen das Standardacetat nach Maßgabe der am gleichen 
Tage gemachten Eichung. Die Erfahrung zeigte, daß das Potential 
einer nicht allzu frischen gesättigten Kalomelelektrode sehr lange 
Zeit praktisch konstant bleibt. Die ständige Eichung gegen das Stan- 
dardacetat macht uns von allen etwaigen Schwankungen unabhängig 
und macht gleichzeitig die Korrektur wegen des Barometerstandes 
überflüssig; der Gasdruck der zur Eichung benutzten Standardacetat- 
elektrode ist stets der gleiche wie der der zu untersuchenden Elektrode. 

Die größten Diffusionspotentiale sind bei Messung von reinen 
Säuren oder Laugen zu erwarten. Die schärfste Prüfung der Leistungs- 
fähigkeit der Methode besteht daher darin, daß man reine HCl-Lösungen 
als Testobjekte benutzt. Dies haben wir in folgenden Versuchen getan. 


1) Diese Zeitschr. 119, 307, 1921. 
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Die erste Spalte der Tabelle gibt den jeweiligen Eichwert für die 
Potentialdifferenz zwischen der gesättigten Kalomelelektrode und der 
Standardacetat-H,-Elektrode, wobei das Diffusionspotential nach der 
neuen Agarmethode ausgeschaltet wurde. (Dieses Diffusionspotential ist 
übrigens auch ohne besondere Vorsichtsmaßregeln praktisch gleich Null.) 
In der zweiten und dritten Spalte sind die beiden Messungen nach 
Bjerrum, in der fünften Spalte der nach Bjerrum extrapolierte Wert 
der Kette. In der vierten Spalte ist die Messung mit unserer einzeitigen 
Agarmethode. Was die nicht völlige Übereinstimmung der Parallel- 
messungen in Spalte 4 und 5 betrifft, so ist sie zum größten Teil auf 
die verschiedenen Temperaturen der Versuche zurückzuführen. Den 
Berechnungen des pp wurde die Annahme zugrunde gelegt, daß das pe 
des Standardacetats von der Temperatur unabhängig ist, gleich 4,61. 
Inwieweit die Einzelmessungen voneinander abweichende Resultate 
ergeben, kann man daher nur aus Spalte 8 erkennen, und hier zeigt 
sich eine befriedigende Übereinstimmung der Einzelresultate. Das pa 
in Spalte 8 ist auf Grund der Werte der Agarmethode berechnet. Bei 
In und 2 n HCl ist der auf Grund der Bjerrumschen Methode berech- 
nete Wert in Klammern dazugesetzt. 

Die sechste Spalte gibt die Größe der Bjerrumschen Extrapolation 
in Millivolt an. Die siebente Spalte gibt den Unterschied der Potentiale 
bei Messung mit 3,5n KO nach Bjerrum und. der Agarmethode. Wie 
man sieht, erhalten wir bei unserer einzeitigen Messung denselben 
Wert, wie er durch die Extrapolation nach dem zweizeitigen Bjerrum- 
schen Verfahren berechnet wird. Erst von 1 n HCl-Lösungen aufwärts 
scheint unser Verfahren zur völligen Vernichtung des Diffusionspoten- 
tials nicht mehr auszureichen; jedenfalls ist der nach Bjerrum 
extrapolierte Wert hier stets größer als unser Wert; aber hier ist auch 
das Bjerrumsche Verfahren nicht mehr einwandfrei, und man kann 
kaum entscheiden, welchem Verfahren der Vorzug gebührt. 

Die achte Spalte gibt das py auf Grund des mit der Agarmethode 
erhaltenen Potentials, wobei das pp des Standardacetats nach der 
Eichung von Michaelis und Krüger gleich 4,61 angenommen wurde. 
Die neunte Spalte gibt das pn an, wie es berechnet werden würde, 
wenn wir die Salzsäure stets als total dissoziiert betrachten und den 
Aktivitätskoeffizienten der H-Ionen gleich 1,00 setzen. Wie man 
sieht, stimmt dieses pa mit dem in der Spalte 8 berechneten von 
n/100 HO bis fast n/3 HCl praktisch vollkommen überein, was auch 
schon in der früheren Arbeit von Michaelis und Kakinuma!) gezeigt 
worden ist. Dagegen finden sich bei 2n HCl Abweichungen. Es ist 
nun von großem Interesse, die Richtung der Abweichung zu unter- 


1) Diese Zeitschr. 141, 394, 1923. 
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suchen. Die nächstliegende Annahme für die Erklärung dieser Ab- 
weichung wäre, daß das Diffusionspotential nach der Agarmethode 
noch nicht völlig vernichtet ist, und daß auch die Bjerrumsche Extra- 
polation zu klein ist. Wenn das der Fall wäre, müßte aber die Richtung 
der Abweichung des gefundenen pn umgekehrt wie die gefundene 
sein. Es ist daher nicht möglich, diese Abweichung durch eine un- 
genügende Vernichtung des Diffusionspotentials zu erklären. Wir 
müssen vielmehr annehmen, daß der Aktivitätsfaktor der H-Ionen 
in so starken HCl-Lösungen größer als 1 wird. Dies ist eine Annahme, 
welche der ursprünglichen Annahme von Bjerrum widerspricht. In 
der Arbeit von Michaelis und Kakıinuma wurde aber gezeigt, daß auch 
in äußerst verdünnter HCl-Lösung durch Zusatz von NaCl der Akti- 
vitätsfaktor der H-Ionen größer als 1 wird. In solchen Vorkommnissen 
spricht sich deutlich der Umstand aus, daß der sogenannte Aktivitäts- 
faktor heute nur als eine Rechengröße betrachtet werden kann, deren 
physikalischer Sinn komplizierter Natur ist und im einzelnen noch nicht 
quantitativ physikalisch begründet werden kann. 

Fales und Vosburger!) haben behauptet, daß zwischen einer ge- 
sättigten K Cl-Lösung und einer beliebig starken HCl-Lösung überhaupt 
kein Diffusionspotential nachweisbar sei. Aber wie unsere Versuche 
zeigen, besteht diese Annahme nicht zu Recht. Schon zwischen 
n/100 HCl und gesättigter KCl-Lösung (wenn man sie ohne Agar- 
methode direkt mißt) ist ein Diffusionspotential nachweisbar, wie 
unsere Versuche zeigen, und in noch viel höherem Maße bei stärkeren 
HCl-Lösungen. 

Was die erhaltenen Resultate mit HCl-Lösung‘ verschiedener 
Konzentration betrifft, so müssen wir wiederum die in der Arbeit 
von Michaelis und Kakinuma beschriebene Tatsache bestätigen, daß 
HCI-Lösungen mindestens bis n/30 Konzentration sich so verhalten, 
als ob die Salzsäure nicht nur stets total dissoziiert ist, sondern sogar 
als ob die H-Ionen stets eine ihrer Konzentration proportionale Akti- 
vität haben, oder mit anderen Worten, als ob der Aktivitätsfaktor 
der H-Ionen in salzfreien HCl-Lösungen in allen diesen Konzentrationen 
gleich 1,0 sei, soweit es die Genauigkeit der elektrometrischen Messungen 
auszusagen gestattet. Es ist kaum anzunehmen, daß die Unsicherheit 
der elektrometrischen Messung eine Unsicherheit des Aktivitätsfaktors 
bewirkt, welche größer als 5 Proz. seines Gesamtwertes beträgt. Für 
noch konzentriertere H Cl-Lösungen finden wir sogar eine Überschreitung 
des Wertes des 1,0 für den Aktivitätsfaktor. Obwohl man für so kon- 
zentrierte Lösung nicht mit der gleichen Sicherheit wie sonst behaupten 
darf, daß das Diffusionspotential völlig vernichtet ist, so scheint doch, 


1) Fales und J. Vosburger, Journ. Amer. Chem. Soc. 40, 1291, 1918. 
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wie oben gesagt, der Sinn des hierdurch etwa hervorgerufenen Fehlers 
in der Richtung zu liegen, daß die Überschreitung des Wertes 1 für 
den Aktivitätsfaktor in Wahrheit nur noch größer werden kann. 


Zusammenfassung. 


Selbst unter sehr ungünstigen Bedingungen, und jedenfalls unter 
allen Bedingungen, welche für biologische Arbeiten in Betracht kommen, 
kann man das eventuell noch bestehende Diffusionspotential zwischen 
irgend einer Lösung A und gesättigter KClI-Lösung dadurch völlig 
vernichten, daß man zwischen diese beiden Lösungen noch eine mit 
KCl gesättigte Lösung A einschaltet. Das Resultat dieser sehr ein-, 
fachen einzeitigen Methode deckt sich genau mit dem zweizeitigen 
Extrapolationsverfahren nach Bjerrum. Das Prinzip wird in Form 
eines Agarhebers angewendet und kann wegen seiner Einfachheit in 
allen Fällen leicht verwendet werden, wo es darauf ankommt, zwei 
verschiedene wässerige Lösungen diffusionspotentialfrei in leitende 
Verbindung miteinander zu bringen. 





Über Kalkbindung durch tierische Gewebe. IX. 


Von 
E. Freudenberg und P. György. 


(Aus den Kinderkliniken in Marburg und Heidelberg.) 
(Eingegangen am 1. August 1923.) 


1. Allgemeiner Teil. (Über den normalen Verkalkungsprozeß.) 


In einer früheren Mitteilung!) haben wir darüber berichtet, daß 
es durch Einlegen von Knorpelstücken in CaCl,-Lösungen, gründliches 
Abspülen und Überführen in Phosphatlösungen gelingt, eine starke 
Anreicherung des Gewebes mit Ca und PO, zu erzielen, die es mechanisch 
so verändern, daß man an Knochen erinnert wird. Kehrt man die 
Reihenfolge um, und läßt man zuerst das Phosphat und dann nach 
dem Abspülen CaCl, einwirken, so, erhält man keine Anreicherung im 
obigen Sinne. Es kann hierdurch ausgeschlossen werden, daß es sich 
einfach um ein Eindiffundieren der Lösungen in das Kolloid handelt, 
die dort miteinander in Reaktion treten. Vielmehr bestätigt der Ver- 
such den auf die verschiedenste Weise erhobenen Befund einer Ca- 
Bindung an das Gewebe. 

Bei der Einwirkung der Phosphatlösung auf die Ca-Protein- 
verbindung ist an die Möglichkeit zu denken, daß durch das Phosphat 
jene Verbindung zerlegt wird und es zur Abscheidung eines Erd- 
phosphatniederschlages im Gewebe kommt. Gegen diese Auffassung 
spricht aber das Quellungsverhalten von Ca-angereichertem Knorpel 
in Phosphatgemischen, und ebenso das Quellungsverhalten der orga- 
nischen Grundsubstanz im Knochen. Diese Substanzen zeigten die 
gleiche Hemmung der Quellbarkeit?), wie sie allen Ca-beladenen Eiweiß- 
stoffen eigentümlich ist. Ein unlöslicher, im Gewebe rein mechanisch 
eingelagerter, anorganischer Niederschlag dürfte dasselbe in seiner 
Quellbarkeit nicht hemmen. Wir haben daraufhin das Auftreten 
komplexer Ca-Phosphat-Eiweißverbindungen, die wir uns in Analogie 
mit der Carbaminoreaktion von Siegfried bzw. mit den Amphisalzen 


1) Diese Zeitschr. 118, 1921. 
2) Ebendaselbst 121, 1921. 
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von Pfeiffer vorstellten, angenommen. Die Möglichkeit des Entstehens 
solcher Verbindungen ist überall im Organismus gegeben, da bei der 
herrschenden neutralen Reaktion das Auftreten von Alkalieiweiß- 
verbindungen anzunehmen ist, die sich beim Vorhandensein von Ca- 
Ionen zu Ca-Eiweißverbindungen und mit Phosphaten, an denen es 
auch nirgends fehlt, zu den oben genannten komplexen Verbindungen 
umsetzen. Daß es nicht zu Kalkablagerungen kommt, solange die 
Gewebe ungeschädigt sind, führten wir darauf zurück, daß es eine 
große Reihe von Stoffen gibt, besonders solche mit freier Amidogruppe, 
die im Stoffwechsel auftreten und das Entstehen der labilen Ca-Eiweiß- 
verbindung zu verhindern vermögen, wie wir zeigten!). Der Stoff- 
wechsel hemmt, wie dies den Pathologen längst bekannt ist, die Ver- 
kalkung. Daß er es tut, beruht auf den dargelegten Gründen. 

Trotzdem diese Darlegung eine Reihe von Tatsachen dem Ver- 
ständnis erschließt, halten wir sie doch nicht für ausreichend zur Er- 
klärung des Össifikationsproblems. Bei der physiologischen Verkalkung 
kommt ein Gewebe zustande, das 40 bis 80 Proz. Mineralien enthalten 
kann. Eine solche Anreicherung ist nicht denkbar, wenn es sich nur 
um Salz-Proteinverbindungen handeln würde. Der Aschegehalt solcher 
Verbindungen pflegt infolge des hohen Molekulargewichtes der Eiweib- 
körper höchstens einige Prozente zu betragen, doch sind Mineralgehalte 
von der Größenordnung wie im Knochengewebe einfach ausgeschlossen. 

Wir sind daher genötigt anzunehmen, daß die komplexe Ver- 
bindung von Erdphosphaten und Eiweiß nicht stabil ist, sondern in 
Erdphosphate und Eiweiß zerfällt, womit letzteres wieder befähigt 
wird, als „Kalksalzfänger‘‘ mit Ca-Ionen zu reagieren. Dadurch wäre 
eine Erklärung dafür gegeben, daß auch Knochengewebe im Reagenz- 
glasversuche noch Ca-Ionen zu binden vermag, und es wäre ferner 
dargetan, wieso es nicht zu einem Gleichgewichtszustand zwischen 
Blut bzw. Lymphe und dem verkalkenden Gewebe kommt, mit dem 
jedes weitere Fortschreiten der Verkalkung unterbunden wäre. 

Eine Erklärung verlangt noch die Tatsache, daß der Knochen 
Phosphate und Carbonate in einem ganz bestimmten Verhältnis von 
etwa 7:1 enthält, während im Blutplasma bekanntermaßen die Kon- 
zentrationen an Hydrocarbonat weit höher ist als die an anorganischem 
Phosphat. Die Verschiebung dieses Verhältnisses hat allen Forschern. 
die sich mit der Verkalkungsfrage beschäftigen, große Schwierigkeiten 
bereitet, die darin begründet sind, daß sie die Frage der Verkalkung 
in dem Sinne auffaßten, daß zu erklären sei, wieso die vorher gelösten 
Kalkverbindungen des Plasmas unlöslich werden und im Gewebe sich 
niederschlagen. 


1) Diese Zeitschr. 121, 1921; 124, 1921. 
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In seiner Arbeit über die Ablagerung von Kalksalzen in den Ge- 
weben mißt Hofmeister!) dem Kohlensäuregehalt der Lymphe in den 
verkalkenden Geweben eine entscheidende Rolle bei, indem er an- 
nimmt, daß sich bei reichlichem Kohlensäuregehalt der Lymphe das 
Gewebe mit gelöstem Calciumphosphat und Calciumcarbonat durch- 
tränke, um in einem späteren Zeitpunkt, in dem die Lymphe kohlen- 
säurearm geworden ist, an diese die Kohlensäure abzugeben, wodurch 
die aufgenommenen Kalksalze ausfallen. Ein periodisches Wiederholen 
dieses Vorganges soll bis zur definitiven Verkalkung führen. Daß in 
den Zeiten des Kohlensäurereichtums vorher entstandene Nieder- 
schläge nicht wieder gelöst werden, hänge von der relativen Schwierig- 
keit ab, einmal entstandene Niederschläge wieder in Lösung zu bringen. 

Analoge Ansichten äußern neuerdings Howland und Kramer?), 
wobei sie den geringeren Kolloidschutz der Lymphe besonders betonen. 


Nun ist aber bei dieser ganzen Betrachtungsweise außer acht 
gelassen, daß der Verkalkungsprozeß nicht in Lymph- und Gewebs- 
‚spalten stattfindet, in denen es zu einer Präzipitation kommt, sondern 
daß die dazu bestimmten Gewebsabschnitte als solche verkalken, also 
daß der Vorgang in einem Gewebe stattfindet, das nicht eiweißärmer 
als das Blutplasma, sondern viel eiweißreicher ist. Beträgt doch der 
Wassergehalt der meisten Gewebe etwa 70 bis 80 Proz., des Blutplasmas 
aber etwa 92 Proz. und mehr. In einem solchen Medium wird sich 
der fällungshemmende Einfluß der Kolloide, den Pauli und Samec?) 
gerade in Hinsicht auf das Verkalkungsproblem studiert haben, in 
viel stärkerem Maße geltend machen als in dem eiweißärmeren Blut- 
plasma. Das Erklärungsmoment einer vorübergehenden Senkung der 
CO,-Spannung muß also als unzureichend angesehen werden. 


Pauli und Samec?) haben gezeigt, daß die Löslichkeit von Calcium- 
carbonat durch Eiweiß wesentlich stärker erhöht wird als die von 
Calciumphosphat. Würde in einem eiweißreichen, mit beiden Salzen 
imprägnierten Medium der Lösungsschutz verringert, so müßte also 
zunächst eine Carbonatabscheidung erfolgen, später würde eine Mischung 
beider Salze, zuletzt Phosphat abgeschieden werden. Im Niederschlage 
wären also — im Gegensatz zu dem Verhalten im Knochen — mehr 
Carbonate als Phosphate zu erwarten. Um aber die Verhältnisse der 
Kalksalzabscheidung im Knochen erklären zu können, machen die 
genannten Autoren eine Reihe komplizierter Annahmen. Sie meinen, 
daß zunächst infolge Wasserverarmung eine Gewebseindickung ohne 
Niederschlagsbildungen erfolge, und dann ein Abbau des eingedickten 


1) Hofmeister, Ergebn. d. Physiol. 10, 1910. 
2) Howland und Kramer, Amer. Journ. Diseas. of Children. 22, 1921. 
3) Pauli und Samec, diese Zeitschr. 17, 1909. 
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Gewebes mit Ausfällung der Erdsalze. Sie zeigen, daß Eiweißabba u- 
produkte (Peptone) CaCO, besser lösen als Calciumphosphate, deren 
Löslichkeit im Gegenteil vermindert wird. Durch diesen sekundären 
Abbau werden also die Verhältnisse, wie sie im Knochen vorgefunden 
werden, hergestellt. Als Beispiel der Gewebseindickung wird die 
Wasserarmut des Knochens angeführt. 

Es muß nun darauf hingewiesen werden, daß sowohl die Annahme 
einer Gewebseindickung als primäre Ursache wie diejenige eines sekun- 
dären Abbaues von eingedicktem Gewebe rein hypothetisch sind. 
Wir wollen nicht erörtern, inwiefern solche Vorgänge bei der patho- 
logischen Verkalkung eine Rolle spielen können. Bei der normalen 
Verkalkung bestehen keine Anhaltspunkte zu solchen Annahmen. 
Daß der fertige Knochen weniger Wasser enthält als andere Gewebe, 
ist eine einfache Folge seines hohen Mineralgehaltes und hat für die 
hier vorliegende Frage, die sich um das Werden des Knochens dreht, 
keine Bedeutung. Wir glauben also nicht, daß ein Grund vorliegt, 
bei der normalen Verkalkung eine Gewebseindickung anzunehmen. 

Von einer Reihe von Autoren ist die These verfochten worden, 
daß zur Aufnahmefähigkeit des Gewebes für die Knochenerden ganz 
bestimmte Umwandlungen desselben erfolgen müßten, durch die es 
erst zum „Kalksalzfänger‘“ würde. Namentlich Pfaundler!) hat sich 
in diesem Sinne geäußert. 

Daß Änderungen an der organischen Grundsubstanz der ver- 
kalkenden Gewebe vor sich gehen, scheint auf Grund histologischer 
Beobachtungen, z. B. des Verhaltens gegenüber basischen Farbstoffen 
möglich. Es ist jedoch rein hypothetisch, wenn auf diese Veränderungen 
die Annahme gegründet wird, daß dieselben der Ausprägung spezifischer 
Affinitäten zu den Knochensalzen entsprechen sollen. Eine Spezifität 
scheint im allgemeinen nach den Versuchen Pfaundlers und den unsrigen 
bei der Bindung von Ca-Ionen an tote Gewebe in vitro nicht zu be- 
stehen. Wenn Wells?) Gewebe, wie Muskel, Milz und Thymus nicht, 
Knorpel dagegen in ausgesprochenem Maße verkalken sah, wenn er 
sie steril in die Bauchhöhle von Kaninchen brachte, so mag dies daher 
rühren, daß bei dem teilweisen Abbau der Organe durch Fermente 
in verschiedenem Maße Substanzen frei werden, die die Kalkbildung 
hemmen. Haben wir doch gerade durch die beim tryptischen Abbau 
auftretenden Stoffe sehr starke Hemmungswirkungen sich geltend 
machen gesehen. Unsere Meinung über die Entwicklung spezifischer 
Affinitäten geht also dahin, daß diese These zwar nicht widerlegt 
werden kann, daß sie aber auch andererseits unbewiesen und ent- 


1) Pfaundler, Jahrb. f. Kinderheilk. 60, 1904. 
2) Wells, Journ. of. med. Research 14, 1905/06. 
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behrlich ist. Solche Gewebe, in denen die Hemmungsfaktoren der 
ersten Stufe der Verkalkung, der Bindung von Ca-Ionen an das Sub- 
strat, durch einen normalen Stoffwechsel wirksam werden, verkalken 
nicht. Gewebe, in denen der Stoffwechsel herabgesetzt ist, verfallen 
. der Verkalkung, vorausgesetzt, daß im Plasma und in der Lymphe 

genügend Phosphate enthalten sind. Tatsächlich sprechen auch histo- 
logische Befunde dafür, daß. in der der provisorischen Verkalkung 
anheimfallenden Interzellularsubstanz des Knorpels kein Stoffwechsel 
mehr besteht. Die Verkalkung würde sich demnach in drei immer 
wiederholten Stufen vollziehen: 


L Bindung von Ca-Ionen an die organische Grundsubstanz. 

2. Bindung von Phosphat- bzw. Hydrocarbonationen aus der um- 
gebenden Lymphe, so daß eine Calcium-Phosphat- bzw. Car- 
bonat-Eiweißverbindung entsteht. 

3. Abspaltung von Calciumphosphat und Carbonat und Frei- 
werden der kalkbindenden Gruppen in der Grundsubstanz. 


Während 1. sichergestellt erscheint durch das, was an experimen- 
tellem Material bisher beigetragen wurde, verlangt 2. eine Erklärung 
darüber, warum im Knochen die Phosphate überwiegen. Wir haben 
dieser Frage wieder Experimente gewidmet, die so angesetzt waren, 
daß gegen CaCl,-Lösungen verschiedenartige Eiweißlösungen, die mit 
Bicarbonat oder Phosphatgemischen versetzt waren, dialysiert wurden. 
Zum Vergleich war stets eine Probe der Eiweißlösung ohne weitere 
Zusätze zur Dialyse gegen CaCl, angesetzt und endlich Proben mit 
gleichzeitigem Phosphat- und Carbonatzusatz zum Kolloid. Bestimmt 
wurden innen und außen Calcium, Phosphat und gebundene Kohlen- 
säure. 

Es ergab sich, daß überall Kalkbindung erfolgte, mehr aber in 
Gegenwart von Bicarbonat und Phosphat, wie dies früheren Ergeb- 
nissen entsprach. Phosphat verteilte sich durchweg so, daß sehr viel 
mehr auf der Seite des Kolliods anzutreffen war. Nur ausnahmsweise 
kam es zu Trübungen oder gar Niederschlägen. Bezüglich der Car- 
bonate wurde der auffällige Befund erhoben, daß der Betrag in Gegen- 
wart des Kolloids nicht nur keine Anreicherung aufwies, sondern daß 
eine absolute Verminderung der in das ganze System eingebrachten 
Menge entstanden war. Diese Verminderung kann nur so erklärt 
werden, daß Kohlensäure aus Bicarbonat freigemacht und entwichen war. 


Es fragt sich, welche Momente zum Freiwerden der Kohlensäure 
führen konnten. Zur Erklärung möchten wir das Verhalten der H-Ionen- 
konzentration heranziehen. Es war in unseren Versuchen stets eine 
deutliche Differenz derselben zu beiden Seiten der Dialysiermembran 
eingetreten in dem Sinne, daß die kolloidhaltige Lösung alkalischer 
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wart). Am größten war die Differenz da, wo keine Zusätze von Bi- 
carbonat oder Phosphat erfolgt waren. Durchweg hatten solche Eiweiß- 
lösungen beim Dialysieren gegen CaCl, merklich saurere Reaktion 
angenommen. Die Reaktion war aber, wie oben angeführt, in der 
kolloidfreien Flüssigkeit noch stärker sauer geworden als in der Eiweiß- 
lösung. Es ist also ersichtlich, daß bei der Bindung der Ca-Ionen 
H-Ionen frei werden. 

Der durch die Ca-Bindung bewirkte Aciditätsanstieg führt zur 
Abspaltung von Kohlensäure aus dem Bicarbonat mit dem Endeffekt, 
daß das Eiweiß keine nennenswerte Speicherung von Carbonat und 
eine Verarmung an solchem im Gesamtsystem herbeiführt. 

Das Verhalten der untersuchten Eiweißlösung (Casein, Eier- 
albumin, Gelatine) entspricht einfach der für das Casein längst be- 
kannten Fähigkeit, aus Salzen schwacher Säuren die letzteren frei- 
zumachen, z. B. Kohlensäure aus Bicarbonat. Die Eigenschaft, auf 
der alkalischen Seite ihrer isoelektrischen Punkte als Anion aufzutreten, 
wird bei gegebener Reaktion bei verschiedenen Eiweißkörpern von 
der Lage eben ihrer isoelektrischen Punkte abhängen. Der isoelektrische 
Punkt gereinigter Gelatine ist der gleiche wie der des Caseins, und 
unsere Untersuchungen über das Quellungsverhalten der Knorpel- 
substanz in verschiedenen Pufferlösungen zeigten, daß auch für diese 
der isoelektrische Punkt ungefähr bei py 4,6 liegt. Es ist also zu er- 
warten, daß sich alle diese Stoffe unter analogen Bedingungen gegen 
Bicarbonat dem Casein entsprechend verhalten werden, wie dies unsere 
Untersuchungen tatsächlich gezeigt haben. 

Das Überwiegen der Phosphate gegenüber den Carbonaten bei der 
Verkalkung rührt also nicht von irgendwelchen Lösungsbedingungen her, 
sondern ergibt sich aus der Wirkung des Eiweißes als Säure bei der im 
Organismus gegebenen Reaktion gegenüber den von den zirkulierenden 
Säften herbeigeführten Ionen. Ähnliche Vorgänge, die weitere Beweise 
für unsere Annahme von Komplexverbindungen von Protein, Calcium 
und Phosphat liefern, lassen sich auch an anderen Systemen feststellen. 
György?) hat diese Verhältnisse in der Milch studiert. Es ergab sich, 
daß hier bei zu > 4,8 durch das Cascin Ca und damit auch HPO, 
gebunden wird. Im isoelektrischen Punkte findet eine Entbindung 
aller Ionen statt, weder Ca noch PO, werden gebunden. Auf der sauren 
Seite vom isoelektrischen Punkte wird nur PO,, aber kein Ca gebunden. 


1) Die H-Ionenmessungen sind nur kolorimetrisch erfolgt, und wir 
müssen uns eine Nachprüfung mit der elektrometrischen Methode vor- 
behalten. Die Differenzen, die gefunden wurden, sind aber so groß und so 
konstant, daß wir sie für tatsächlich gegeben und nicht methodisch bedingt 
halten. 

2) György, Diese Zeitschr. 142, 1, 1923. 
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2. Experimenteller Teil. 

Die Ca-Bestimmungsmethode war die früher von uns gebrauchte. Bi- 
carbonat wurde bestimmt, indem zunächst durch ausreichendes Durch- 
leiten kohlensäurefreier Luft die absorbierte Kohlensäure aus der Probe 
entfernt und sodann nach Ansäuerung abermals ein kohlensäurefreier 
- Luftstrom durchgeleitet wurde, wobei die freigemachte CO, in abgemessenen 
Mengen titrierter Barytlauge unter Verwendung von etwa 10 cm langen, 
in der Form den Petienkoferschen Röhrchen ähnlichen Gefäßen aufgefangen 
wurde. Phosphorsäure wurde nach der Mikromethode von Mariott, Mc Kinn 
und Haessler!) bestimmt. py kolorimetrisch nach dem Verfahren von 
Michaelis. 

Versuch 1. Es werden folgende Dialysen angesetzt. 

a) 20 ccm lproz. Natriumcaseinatlösung (Casein „Hammarsten“: von 
E. Merck bezogen) von Py 8,0 werden nach Zufügen von 1 cem destilliertem 
Wasser gegen 20 eem CaCl, Py 5,95 zweimal 24 Stunden hindurch unter 
Toluol dialysiert. 

b) 20ccm ebensolcher Natriumcaseinatlösung werden mit Leem 
normaler Natriumbicarbonatlösung versetzt und genau wie oben dialysiert. 

Am Ende des Versuchs werden folgende Werte erhalten, ausgedrückt 
in Normalität: 























a) Obne Zusatz b) Bicarbonat zugesetzt 
| ohne Casein | mit Casein ohne Casein | mit Casein 
SEENEN | 64 6.9 l es > 72 
E Ee e | 0,0052 ! 0,0098 :, 0,0046 | 0,0122 
HCO,.........| — 00010003 | 0,000 


Ergebnis. Ca-Anreicherung in Gegenwart des Caseins, ebendort 
niedrigere H-Ionen-Konzentration. HCO, beträgt zu Beginn des Versuchs 
im Gesamtvolumen 0,0244 Normalität, am Ende in der eiweißfreien Flüssig- 
keit 0,003, während in der Caseinlösung gebundene Kohlensäure überhaupt 
nicht mehr nachweisbar ist. 

Versuch 2. Anordnung wie in Versuch 1. 


| a) Ohne Zusatz 











b) Bicarbonat zugesetzt 























` ohne Casein | mit Casein ohne Casein | mit Casein 
We te AE ee | 65 70 | 69 7,1 
WEE ' 0,0050 0,0102 0,0039 0,0117 
BEE ie er e ii = | = | 0,003 0,000 


Ergebnis wie Versuch 1. 


Versuch 3. 20ccm einer lproz. Caseinlösung werden mit Leem 
n/8 Phosphatlösung Py 6,6 versetzt und gegen 20cem CaCl,-Lösung 
dialysiert. Eine weitere Probe ohne Phosphat, sonst gleich. 














a) Ohne Zusatz | b) Phosphat zugesetzt 


























f 

Toe Casein | mit Chen ohne Casein | mit Casein 
De ne Bene | 66 on . Í 66 12 
Oa o EN | 0,0050 0,0101 | 0,0027 0,0122 
HPO, EE | —  ; — 1 ©0024 | 00042 


1) Mariott, McKinn und Haessler, Journ. of biol. Chem. 82, 1917. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 28 
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Ergebnis. Starke Anreicherung von Ca auf der Seite des Kolloids, 
durch Gegenwart von Phosphat noch weiter erhöht. HPO, ebenfalls ver- 
mehrt auf der Seite des Caseins. 


Versuch 4. Angesetzt wie Versuch 3. 











\ a) Ohne Zusatz | b Phosphat zugesetzt 
obne Casein ! mit Casein | ohne Casein | mit Casein 
EEE 6,6 68 u 6,6 6,9 
Beer este: 0,0054 0,0096 0,0020 0,0128 
HPO,......... = Dé | 0,0026 0.0039 











Ergebnis wie Versuch 3. 


Versuch 5. 20 ccm einer 1l proz. Eieralbuminlösung (ovi albumen siccum, 
käufliches Präparat) in 0,9proz. Kochsalz werden versetzt: a) mit 2 cem 
Wasser, b) mit 1 cem Wasser und 1l cem In NaHCO,, c) mit 1 cem Wasser 
und l cem 1l n Phosphatlösung De 7,7, d) mit Leem NaHCO, und 1 cem 
Phosphatlösung wie oben. Die Lösungen werden gegen je 30 ccm überall 
gleich konzentrierter CaCl,-Lösung zweimal 24 Stunden bei Zimmertempe- 
ratur unter Toluol dialysiert. 





c) Phosphat» d) Hicarbonat) und 












































ai Ohne Zusatz al b) Bicarbonat» 
= o Zusatz | zusatz 1 ` Phosphatzusatz 5 
ı ohne | mit ohne | mit | obne | mit 
| Ni Albumin Albumin Je io Albumin u 
Pu =. . op e7 "ou 176 Jop |69 71 7,3 
Ca . . . . 10,0104 0,0112 0,0100 0,0125 — 0.006 85 — 
PO,.... — — | — RN — 0.0039 0,0158 | 0.005 6 0,0150 
HCO,...| — | — 0,0025 0,000 | — — 0,0020 0,0025 


Ergebnis. Mäßige Calciumbindung, die sich in den Probenc und d 
wegen Niederschlagsbildung in Gegenwart des Kolloids nicht bestimmen 
läßt. Starke Anreicherung an Phosphat auf der Seite des Kolloids, aber 
keine solche von HCO,. 


Versuch 6. Es wurde eine bis zur Befreiung von Cl und Ca durch lang- 
dauerndes Behandeln mit kaltem destillierten Wasser gereinigte Gelatine, 
die mit 5 ccm n/10 NaOH auf 100-Lösung versetzt war, verwendet. Ansatz 
sonst wie Versuch 5, nur daß gegen 20 ccm einer 0,0035 n CaCl,-Lösung 
dialysiert wurde. 








a) Ohne Zusatz l b) Bicarbonate ! c) Phosphats d) Ricarbonat» und 
| 























SE zusatz zusatz St Phosphatzusatz 
l ohne | mit ohne | mu I ohne mit K ohue mn ` 
u E Gelatine l Gelatine Ea Gelatine Gelatine Béi 
pa .... Ian les on Ion 69 172 7.0 7,3 
Ca .... ‘0,0008 0.0022 0,0007 | 0,0028 0,0004 0,0032 0.00 0,0034 
HPO,... — — | I 0,0120 0.0190 0.0105 , 0,0202 
HCO. || — | 000288 omg — | — || 0008 | 0.005 





Ergebnis. Durchweg Ca-Anreicherung auf der Seite des Kolloids, 
ebenso Phosphatanreicherung, dagegen keine Carbonatanreicherung. 


Kalkbindung durch tierische Gewebe. IX. 415 


Versuch 7. 30ccm lproz. Natriumcaseinat werden mit folgenden 
Zusätzen versehen: a) 3,0 Wasser, b) 1,5 ccm In Bicarbonat, 1,5 Wasser, 
c) 1,5 Phosphatgemisch In p, 7,7, 1,5 Wasser, d) 1,5 Bicarbonat und 
1,5 Phosphat wie oben. Die Proben werden zweimal 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur unter Toluol gegen 33 cem CaCl,-Lösung dialysiert. 


























|; a) Ohne Zusatz l b) Bicarbonat , c) Phosphat» d) Bicarbonat- und 





































i zusatz zusatz Phospbatzusatz ` ` 
ohne | mit wi | mit || ohne | mit ohne mit 
EG Casein un  Lascin ea 8 „Casein _ |. Casein ` 
pe... 118. 138 Ian an Ian Ia ze 
Ca oo... 0,0057 0,0070 0'0047 0,0059 0,0015 |0,0090| 0,0028 | 0,0071 
HPO,...| — — — "00038, 0,0184|| 0,0014 | 0,0211 
HCO,. | |} — ' — |o002610,085 — | — || 0008 | 0.0045 





Ergebnis. Calcium- und Phosphatanreicherung auf der Seite des Kolloids. 


Versuch 8 20ccm lproz. Eieralbuminlösung mit n/lONaOH auf 
De 8.4 gebracht, Zusatz der Salzlösungen wie Versuch 7, jedoch nur je 
Leem, gegen 22 ccm CaCl,-Lösung dialysiert. 














| a) Ohne Zusatz b) Bicarbonats . c) Phosphat | 


























d) ENEE iind. 
es ee Ee ee 
| obne | mit obne | mit | ohne ohne | mit ohne mit 

D en el Albumin ` Albumin i _ Albumin Es Ze RE 
pu .... 75 179 ai las A E op -|78 
Ca . . . . , 0,0049 | 0,0053 0,0044 0.0052 0,0045 0,0050 0.0020 0,0055 
HPO,...ı — — — — 0,0128 a 0.0118 0,0211 
HCO}. .. | — — — | — 0,001 0,000 











Ergebnis. Nur geringe Ca-Bindung außer in Probe d), Phosphat sehr 
deutlich auf der Seite des Kolloids angereichert, Bicarbonat größtenteils zu 
Verlust gegangen. 


Versuch 9. Angesetzt wie Versuch 8, jedoch mit höherer Ca-Konzen- 
tration. 









































| a) Ohne Zusatz b) Bicarbonat | oi dee | d) Bicarbonat- und 

i zusatz | zusat | Phosphatzusatz 

. ohne | mit ohne | mit ohne | mr | mit , ohne | mit 
SE EE _Eieralbumin | _Fieralbumin ` | Eieralbumin We umin |  Eieralbumin ` g 
Pa - 65 "ae oa |75 aa |75 Ta |77 
Ca . 0,0075 | 0,0055 0.0081 ` 0.0030 |0.0080 0.0026 | 0,0086 
HPO,...| 0,0087 0,0155 0,0021 0,0205 
HCO,... Ska Ss SE 0,0085 ' — || 0,0030 | 0,0060 





Ergebnis. Überall deutliche Ca-Bindung, wie immer durch Phosphat 
verstärkt. Starke Phosphatretention auf der Seite des Kolloids, HCO, 
auch in diesem Versuche reduziert. 


Versuch 10. 30 ccm lproz. Caseinnatrium mit a) 4 ccm Wasser, b) 4 ccm 
Bicarbonat In, c) 3ccm Wasser, l cem Phosphat wie oben, d) 4 eem 
Bicarbonat und Leem Phosphat versetzt und gegen je 34 cem Calcium- 
chloridlösung dialysiert. 

(e 
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c) Phosphats f d) Bicarbonat» und 
zusatz Phosphatzusatz 


a) Ohne -Zusatz b) Bicarbonats 


zusatz 










OES EEN 
ohne | mit ohne | mit 








pi 
P 
E 
ah 





Casein 


BE e Casein \ Casein 


pu .... les izo 178 |77 ep 72 |m 7 

Ca .. .  ||0,0067 0,0093 || 0,0050 0.0094 0,0020 0,0051] 0,0014 ` 0,0070 

HPO.... [0:0067 0.0131 , 0,0027 0,0158 

Soo Jl — | I Jloo0se [0,0104 — || 0,0013 ` 00015 
Ergebnis wie 9. 


Versuch 11. 20 ccm 1l proz. Natriumcaseinat: ol mit Leem, b) mit 
2ccm ln Bicarbonat versetzt und gegen 20 ccm CaCl,-Lösung dialysiert. 














j a) Mit 1 Leem Bicarbonatlösung | b) Mit 2 ccm Bicarbonatlösung 




















l u k ohne Casein | mit Casein ` ohne Casein | mit Casein 
EE EEE 6,9 7,1 6,7 7,2 
E E nein 0,0063 0,0085 0,0066 0,0095 
HCO, 2... e 0.0050 0.0055 0.0066 0,0090 


Ergebnis. Deutliche Ca-Bindung, HCO, stark reduziert. 


Zusammenfassung. 

Die bisher vorgebrachten Theorien über die normale Verkalkung 
im tierischen Gewebe werden besprochen und neue Versuche über 
die Ca-Bindung an Proteine mitgeteilt, die sich besonders mit der 
Frage des Verhaltens der Phosphate und Carbonate befassen. Der 
Vorgang der normalen Verkalkung stellt sich nach der Anschauung 
der Verfasser folgendermaßen dar: 

1. Es kommt eine reversible Bindung von Ca-Ionen an die Gewebs- 
kolloide zustande, die auf einem Austausch von Na, K oder H-Ionen 
gegen Ca beruht. Die Reversion wird namentlich durch Produkte 
des Eiweißstoffwechsels bedingt. 

2. Bei herabgesetztem oder fehlendem Gewebsstoffwechsel bleibt 
die Bindung der Ca-Ionen bestehen und es erfolgen Reaktionen mit 
Phosphaten und Carbonaten, die zu Komplexverbindungen von Protein 
Ca, Phosphat und Carbonat führen. 

3. Die Menge der Carbonatverbindungen ist geringfügig, weil 
die Proteine infolge ihrer bei den im Organismus gegebenen Reaktions- 
stufen sauren Eigenschaften aus Bicarbonat Kohlensäure freizumachen 
vermögen. Hierdurch kommt es zu einem Überwiegen der Phosphate. 
Diese Verhältnisse werden an Modellen beleuchtet. 

4. Aus den komplexen Verbindungen werden nachträglich Calcium- 
phosphat und Carbonat abgespalten. 

5. Die nach der Abspaltung der Kalkphosphate und Carbonate 
freigewordenen Ca-bindenden Gruppen der Gewebsproteine führen den 
beschriebenen Vorgang von neuem herbei, wodurch ein Fortschreiten 
der Verkalkung bewirkt wird. 


Einfluß der Temperatur auf die Wirkung der Amylase. 
Die Wirkung der verzuckernden Kraft der Amylase. 


Von 
Tadeusz Chrzaszez. 


(Aus dem Institut für landwirtschaftliche Technologie der Universität Posen.) 
(Eingegangen am 10. September 1923.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Allgemeines. 


In unseren früheren Abhandlungen über die Amylase versuchten 
wir festzustellen, daß die Auflösung, Dextrinierung und Verzuckerung 
der Stärke, welche wir unter Einfluß der Amylasenwirkung beobachten, 
von drei verschiedenen Kräften ausgeht, die in nicht gleichem Ver- 
hältnis zueinander stehen!), und auch, daß verschiedene Fraktionen des 
pflanzlichen Amylasenauszuges, welche wir durch Aussalzen bekommen, 
zeigen, daß die oben erwähnten Kräfte in verschiedenem Verhältnis 
zueinander stehen?). Bei der Untersuchung der Amylase muß man 
also immer die drei verschiedenen Kräfte berücksichtigen; untersucht 
man aber eine von diesen Kräften, so kann man das erhaltene Resultat 
nicht auf die ganze Wirkung, welche wir unter der Amylase zusammen- 
fassen, verallgemeinern. 

Die Wirkung der Enzyme ist, wie bekannt, von einer Reihe von 
Einflüssen abhängig, wie die Konzentration des Enzymes, die Kon- 
zentration der katalysierenden Substanz, die Produkte der Katalyse, 
die Alkalität der Reaktion usw., wo die Temperatur auch einen großen 
Einfluß hat. 

Charakteristisch für alle Enzyme ist ihre Empfindlichkeit gegen 
die Temperatur. Mit dem Steigen oder Fallen der Temperatur ändert 
sich auch die Reaktionsgeschwirdigkeit, also die Intensität der Enzym- 
wirkung. Man hat auch früher angenommen, daß die günstigste 


1) T. Chrzaszcz, Wochenschr. f. Brauerei 80, Nr. 41—42, 1913. 
2) T. Chrzaszcz und K. Terlikowski, ebendaselbst 29, Nr. 41—44, 1912. 
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Optimumtemperatur der Enzymwirkung und auch die Maximum- 
temperatur eine besondere Grundlage zur Charakterisierung der einzelnen 
Enzyme geben. Eine nähere Betrachtung der Katalysatoren zeigte 
aber, daß man die Bedeutung der Optimumtemperatur als Grundlage 
zur Charakterisierung der einzelnen Enzyme überschätzt hatte, denn 
diese Optima ergaben keine stabile Enzymwirkung, sondern nur relative, 
welche scharf abhängig von der Ausführung der Enzymwirkung waren. 
Eine konstante Optimumtemperatur der Enzymwirkung existiert nach 
O. Rahn überhaupt nicht!). 


H. Euler verallgemeinert später die oben erwähnte Ansicht, indem 
er in der Optimumtemperatur der Enzymwirkung zwei Einflüsse der Tem- 
peratur sieht, und zwar eine steigende und eine vernichtende Wirkung der 
Enzyme?). Daraus könnte man schließen, daß das Optimum schon ein 
Resultat der Verminderung der Konzentration der katalysierenden Substanz 
(Enzym), infolge ihrer schon teilweisen Vernichtung durch diese Temperatur, 
ist. Oberhalb dieser Temperatur muß sich der Effekt der Enzymwirkung 
vermindern, denn die Menge des vernichteten Enzyms ist schon so groß, 
daß die Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit, die durch die höhere 
Temperatur bewirkt wird, nicht imstande ist, die Verminderung des Effekts 
der Enzymwirkung aufzuheben. Die durch die Temperatur bewirkte 
Zerstörung einerseits und die Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit 
der Enzyme andererseits ist abhängig von Bedingungen, bei denen diese 
Reaktion stattfindet, und deshalb ist auch die Optimaltemperatur der 
Enzymwirkung schwankend, da sie von den oben erwähnten Bedingungen 
abhängig ist, und obwohl man dieses Optimum bestimmen kann, ist es 
jedoch nur für diejenigen Bedingungen maßgebend, unter denen die Katalyse 
ausgeführt wird, und die genau anzugeben sind. O. Kompton findet aber 
für Amygdalin das Optimum der Temperaturwirkung bei 34°C, welches 
weder von der Enzymkonzentration noch von der Konzentration der 
katalysierenden Substanz abhängig ist?). Ähnlich gibt er an, daß das 
Optimum der Takadiastase bei 49°C liegt, ohne weder von der Amylase 
noch Stärkekonzentration abhängig zu sein, dagegen aber von der Ionen- 
konzentration®). Euler aber wies nun darauf hin, daß diese interessanten 
Ergebnisse von Kompton keine allgemeine Gültigkeit für die Enzymwirkung 
haben konnen Bi, Schon diese Einschränkung Eulers wirft die Frage auf, 
wie sich die pflanzliche Amylase verschiedener Herkunft in dieser Beziehung 
verhält. Wenn das Temperaturoptimum der enzymatischen Wirkung bei 
der Takadiastase als unveränderliche Größe zu betrachten ist, so dürfte 
auch bei anderen pflanzlichen Amylasen, wie z. B. der Getreide, ein ähn- 
licher Temperatureinfluß zu erwarten sein. 

Die bisherigen diesbezüglichen Untersuchungen geben uns darüber 
keinen genügenden Aufschluß. In der Literatur findet man über den 
Einfluß der verzuckernden Wirkung der Amylase voneinander sehr ab- 
weichende Angaben betreffs Optimum- und Vernichtungstemperstur. 


1) O. Rahn, diese Zeitschr. 72, 351, 1915. 

2) H. Euler, Chemie der Enzyme 1920, S. 196. 

3) O. Kompton, Annal. Inst. Pasteur 28, 866, 1915. 
41) Derselbe, Proc. Roy. Soc. London 88, 258, 1915. 
5) Le, S. 197. 
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A. Schwarzer findet, daß die günstigste Wirkung der Gerstenmalz- 
amylase bei 50°C liegt, und daß ihr wässeriger Auszug bei dieser Temperatur 
opalisierend sei. Bei kurzfristiger Amylasewirkung zeigt sich die ganz 
nahe unter 50°C stehende Temperatur noch günstiger, bei 60°C kommt 
eine teilweise Vernichtung der Amylase, bei 65°C schon eine kräftige!). 
Zu ähnlichem Resultate kommen 19 Jahre später C.J. Lintner und 
F. Eckhart. Als günstigste Temperatur für die verzuckernde Wirkung der 
Amylase geben sie 50°C an, bei 55°C finden sie eine kleine Abschwächung 
der Amylase, welche bei 62°C schon ziemlich bedeutend ist. Bei der Amylase 
des nicht gekeimten Getreides finden sie 50°C als sehr günstig, doch halten 
sie 45 bis 50°C für noch günstiger®?). C.J. Lintner macht gleichzeitig auf- 
merksam, daß die Jodmethode zur Bestimmung der Amylase keine genauen 
Resultate gibt?). Fast gleichzeitig stellen Brown und Morris fest, daß 
50 bis 55°C die günstigste Temperatur für die verzuckernde Wirkung der 
Gerstenmalzamylase ist; für die Amylase der ungekeimten Gerste liegt 
dieser Punkt um 5°C niedriger). 

Petzold nimmt etwas breitere Skalen der Temperatur der Amylase- 
wirkung. Als günstigste der verzuckernden Wirkung findet er 49°C, bei 
57°C ist die Amylase noch nicht abgeschwächt, erst bei 61°C ist dieses 
der Fall’). Müller-Thurgau studierte die Abhängigkeit der Amylase- 
wirkung bei verschiedenen Temperaturen und findet den Effekt der ver- 
zuckernden Wirkung bei 0°C = 7, bei 10°C = 20, bei 20°C = 38, bei 
30°C = 60, bei 40°C = 98°). K. Mohs gibt 52°C als die günstigste der 
verzuckernden Wirkung der Amylase an’). Unsere früheren Unter- 
suchungen über die Malzamylase, bei denen wir den Einfluß jede 5°C beob- 
achteten, gaben uns 50 bis 55°C als die günstigste Temperatur der ver- 
zuckernden Wirkung, 45°C zeigte sich aber fast ebenso gut®). Lindet hält 
55°C als die günstigste Temperatur für die verzuckernde Wirkung der 
Amylase®). F. Davis und ÈR. Ling finden, daß die Amylase, erwärmt auf 
eine Temperatur, die über 55°C liegt, schon schwächer wirkt!P). 

Niedrigere Temperaturen als Optimum der verzuckernden Wirkung 
der Amylase gibt L. Brasse an, indem er 42°C als die günstigste Temperatur 
für die Gerstenmalzamylase annimmt!!). OG. Doby gibt für Kartoffelamylase 
40°C als die günstigste an!?). H. Lüers und W. Wasmund halten 40 bis 45°C 
für die beste Temperatur!?). G. Tammann findet die Temperaturen über 
50°C als abschwächend wirkende auf die Amylase, 80°C als die Vernichtungs- 
temperatur!*). Sehr niedrige Temperatur als günstigste für die Amylase- 


1) A. Schwarzer, Journ. prakt. Chem. 1, 212, 1870. 

2) C. J. Lintner und F. Eckhart, ebendaselbst 20, 91, 1889. 
3) C. J. Lintner, ebendaselbst 17, 378, 1886. 

4) Brown und Morris, Journ. Chem. Soc. 57, 507, 1890. 

$) Petzold, Zeitschr. f. Spiritusind. 18, 89, 1890. 

6) Müller-Thurgau, Landwirtsch. Versuchsstat. 16, 273. 

1) K. Mohs, Zeitschr. ges. Getreidew. 1920, S. 113. 

8) T. Chrząszcz, Zeitschr. f. Spiritusind. 82, Nr. 45, 1909. 
9) Lindet, C. r. 132, 261, 1901. 

10) F. Davis und R. Ling, Journ. Chem. Soc. 85, 16, 1904. 
11) L. Brasse, C. r. 100, 456, 1885. 

12) OG. Doby, diese Zeitschr. 67, 166, 1914. 

13) H. Lüers und W. Wasmund, Formentforsch. 8, 21, 1922. 
14) G. Tammann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 16, 271, 1892. 
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wirkung gibt E. Ernström an. Nach seinen Untersuchungen wird ein 
pflanzlicher Amylaseauszug nach einstündigem Erwärmen bei 45°C ab- 
geschwächt. Diese Abschwächung der Amylase ist bei 50°C schon sehr 
kräftig; ihre Vernichtung soll bei 60°C stattfinden. Bei 54 bis 56°C soll 
die Amylase an Wirkung schon so weit eingebüßt haben, daß der Effekt 
der Verzuckerung der Stärke auf die Hälfte des Betrages fällt, ein Wert, 
welcher dem bei 37°C gefundenen entspricht!). Große Empfindlichkeit 
der Amylase auf die höhere Temperatur findet Wijsmann. Er nimmt an, 
daß die Amylase aus zwei besonderen Enzymen besteht, von denen das 
eine, das er Maltase nennt, schon bei 55°C zugrunde geht, während das 
andere, das er Dextrinase bezeichnet, einem 10 Minuten langen Anwärmen 
bei 75°C standhält?). W. Syniewski nimmt ebenfalls an, daß Gerstenmalz- 
amylase aus zwei Enzymen besteht, von denen die «--Amylase in 20 Minuten 
bei 60°C, die $-Amylase dagegen erst bei 80°C ihre Wirkung verliert®). 
H. Seyffert hält die Amylase aus drei amylolytischen Enzymen zusammen- 
gesetzt. Das eine der Enzyme, das verzuckernd auf Erythro- und Malto- 
dextrin wirkt, wird bei 57°C abgeschwächt, während die beiden anderen 
ungefähr bei derselben Temperatur gerade ihre optimale Wirkung zeigen ¢). 
Noch höhere Temperaturen für die verzuckernde Wirkung, 50 bis 60°C, 
geben F. Masculus und D. Gruber anë). 60°C nimmt M. Maercker als die 
günstigste Temperatur für die Verzuckerung der Stärke). Ebenso 
K.Zulkowski und B. Franz?). Kjeldahl hält Temperatur 63°C als die 
günstigste für die verzuckernde Wirkung der Gerstenmalzamylase, auch 
soll längeres Halten bei 55°C die Amylase nicht beschädigen®). Die höchste 
Temperatur, 75°C, für die optimale Wirkung der Amylase gibt K. Lecoq 
an?). Für Hafermalzamylase nimmt Szilagyi 50°C als die günstigste Tem- 
peratur für die verzuckernde Wirkung an und bezeichnet 40 bis 60°C als 
schon weniger günstig!‘). Im Gegensatz zu diesem hält P. Klempin 40 bis 
70°C als gleich gut für die Haferamylase und 90 bis 95°C für die Vernichtungs- 
temperatur!!). Die Reaktion dieser besonders hohen Temperaturen wurde 
nach der Jodmethode von Wohlgemuth ausgeführt!?). W. Schmidt behauptet, 
daß, abgesehen von Papajotyn, das Optimum der Enzymwirkung 60°C 
nicht überschreitet!?). 


Aus der Zusammenstellung der Literatur über die Optimal- 
temperatur der verzuckernden Wirkung der pflanzlichen Amylasen 
geht hervor, daß die Verfasser dieselbe sehr verschieden annehmen, 
nämlich 40 bis 75°C, für die Vernichtungstemperatur 54 bis 95°C. 


1) E. Ernström, Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 190, 1922. 
2) Wijsmann, Rec. trav. Chem. 9, 1, 1890. 

3) W. Syniewski, Roezniki Chem. 2, 38, 1922. 

t) H. Seyffert, Zeitschr. f. ges. Brauw. 21, 633, 1898. 

5) F. Masculus und D. Gruber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 177, 1878. 
6) M. Maercker, Naturforsch.-Vers. München 1877, 8. 222. 

7) K. Zulkowski und B. Franz, Ber. Österr. Ges. 1894, S. 120. 
8) Kjeldahl, Medd. Carlsberg-Lab. 1879, S. 2. 

TI K. Lecoq, Journ. pharm. chim. 25, 18, 1922. 

10) Szilagyi, Zeitschr. f. ges. Brauw. 14, 258, 1891. 

1) P. Klempin, diese Zeitschr. 10, 204, 1908. 
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13) W. Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 314, 1910. 
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Nicht nur die früheren Arbeiten, sondern auch die der letzten Zeit 
zeigen eine große Abweichung in der entsprechenden Temperatur. 

Wir erwähnen hier nur die Arbeiten H. Lüers’ und W. Wasmunds 
oder E. Ernströms einerseits und P. Klempins und K. Lecogs anderer- 
seits, die große Unterschiede in der ÖOptimaltemperatur aufweisen. 
Ebenso differieren die Zahlen der Vernichtungstemperaturen von 
E. Ernström gegen die von P. Klempin und W. Syniewski. Die Unter- 
schiede zeigen, daß die Optimal- und Vernichtungstemperatur der 
Amylase entweder als feste Werte nicht existieren und nur von Be- 
dingungen der Wirkung und Bestimmung abhängig sind, oder die 
hier angenommenen Methoden sind verschieden und führen dann 
nicht zu gleichen und genauen Resultaten. Wenn wir sogar nach Euler 
annehmen, daß eine optimale Wirkung als fester Wert nicht existiert, 
so ist schwer anzunehmen, daß die Unterschiede dennoch so groß sind, 
wie sie die Literatur aufweist. 

In der Tat hat man zur Bestimmung der optimalen Temperatur 
der Amylasewirkung zwei Methoden verwendet. Die einen Verfasser 
haben den Einfluß der Temperatur auf die Amylasewirkung durch 
das Feststellen des unter diesen Bedingungen entstehenden Zuckers 
bestimmt, die anderen dagegen verwendeten die Jodreaktion, die das 
Vorhandensein der Dextrine feststellt. Diese verschiedenen Methoden 
müssen also zu so ungleichen Resultaten, die wir in der Literatur finden, 
führen. Aus diesem Grunde ist es notwendig, den Einfluß der Tem- 
peratur auf die verzuckernde Wirkung der Amylase, bei Bestimmung 
der Zuckermenge, nach neuester Methode festzustellen. Unsere Unter- 
suchungen sollten festlegen: 

1. Welche Temperatur kann man als die günstigste für die ver- 
zuckernde Wirkung der pflanzlichen Amylase (der gekeimten Getreide) 
annehmen ? 

2. Ist diese günstigste Temperatur ein relativer Wert, wie Euler 
annimmt, oder ein fester nach O. Kompton ? 

3. Bei welcher Temperatur fängt die Abschwächung der Amylase 
an und bei welcher findet eine vollständige Abtötung statt ? 

4. Verhält sich die pflanzliche Amylase verschiedener Herkunft 
unter dem Einfluß der Temperatur gleich oder verschieden und wie weit ? 


Experimenteller Teil. 
Das Feststellen der günstigsten Temperatur der Amylasewirkung. 


Die Untersuchungen über den Einfluß der Wasserstoffionenkonzen- 
trationen, auf Grund der ausgearbeiteten Methoden von Sörensen und 
Michaelis führen zur Feststellung der Abhängigkeit der Enzymwirkung 
von der Ionenkonzentration ; ebenso auch, daß für jedes Enzym eine optimale 
Ionenkonzentration existiert, bei der die Wirkung des Enzyms am günstigsten 
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verläuft. Alle Untersuchungen über die Enzymwirkung sollten daher bei 
dieser optimalen Ionenkonzentration durchgeführt werden. 

L. Adler findet dieses Optimum der Woasserstoffionenkonzentration 
für die verzuckernde Wirkung der Amylase bei pau = 4,87 und für die 
dextrinierende Wirkung (Jodreaktion) pe = 4,6 bis 5,2!). H. C. Shermann 
und A. W. Thomas nehmen etwas niedrigere Ionenkonzentration für die 
Malzamylase und finden ihr Optimum bei py = 4,2 bis 4,6?). Im Jahre 1917 
geben H. C. Shermann und J. A. Walker das Optimum bei Py = 4,4 an?). 
Zwei Jahre später wiederholen H. C. Shermann, A. W. Thomas und 
M. C. Baldwin die Untersuchungen über die Amylase und finden das 
Optimum der Wasserstoffionenkonzentration bei pu = 4,4 bis 4,5%). 
H. Euler und O. Swanberg sehen das Optimum der Malzamylase bei pu = 55), 
A. Hahn bei py = 4,7 bis 4,9%) H. Lüers und W. Wasmund stellen das 
Optimum für die Amylase bei py = 4,9 fest, wobei die größte Widerstands- 
fähigkeit gegen die vernichtende Wirkung der Temperatur bei pe = 5 
zu finden ist?). 

Auf Grund des eben Angeführten haben wir bei unseren Untersuchungen 
als Optimum für die Amylasewirkung die Wasserstoffionenkonzentration 
Pu = 4,9 angenommen. 

Zunächst war die Zubereitung entsprechender Stärke notwendig. 
Zu diesem Zwecke wurde die Superior-Kartoffelstärke verwendet, welche 
im Laboratorium durch Dekantierung mittels destillierten Wassers ge- 
reinigt wurde; zur Untersuchung wurde derjenige Stärketeil genommen, 
der sich bei 15cm Woasserhöhe nach 3 bis 33 Minuten abgesetzt hatte. 
Der erste Teil, welcher sich nach 3 Minuten absetzte und sandige Verun- 
reinigungen enthielt, und auch der nach 33 Minuten abgesetzte, von kleinen 
Stärkekörnern und pflanzlichen Fasern verunreinigte, wurden beide nicht 
verwendet; der mittlere Teil wurde weiter durch Dekantierung gewaschen, 
bis man ein einheitliches Material bekam, welches gewöhnlich bei der 
zehnten Dekantation der Fall war. Die so gewonnene Stärke wurde nach 
Lintners Methode als ‚lösliche Stärke‘‘ dargestellt und so verpuffert, daß 
ihre 2proz. Lösung eine Wasserstoffionenkonzentration Du = 4,9 zeigte. 

Zur Untersuchung wurde die pflanzliche Amylase, und zwar die Malz- 
amylase von Roggen, Weizen, Gerste, Hafer, Buchweizen, Land- und 
afrikanischer Hirse und amerikanischem Mais, genommen?). 

Das gewaschene Getreide wurde in emaillierten Gefäßen, bei einer 
Temperatur 15°C nicht übersteigend, 16 Tage gemälzt. Während dieser 
Zeit hatte man, in Abständen von einigen Tagen, einen Teil des Malzes 
genommen, um die Amylase der verschiedenen Stadien des Getreidekeims 
zu prüfen. Mit Ausnahme des Buchweizens wurden von jedem Getreide 


1) L. Adler, diese Zeitschr. 77, 146, 1916. 

2) H. C. Shermann und A. W. Thomas, Journ. Amer. Chem. Soc. 87, 
623, 1915. 
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41) H. C. Shermann, A. W. Thomas und M. C. Baldwin, ebendaselbst 41, 
231, 1919. 

5) H. Euler und O. Swanberg, Wochenschr. f. Brauerei 88, 111, 1921. 

DI A. Hahn, Zeitschr. f. Biol. 74, 217, 1922. 

7) H. Lüers und W. Wasmund, Fermentforsch. 5, Nr. 3, 1922. 

8) Die afrikanische Hirse wurde durch Gefälligkeit der Firma A. Rogo- 
zinski, Hamburg, zugesandt. 
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zwei bis drei Sorten untersucht. Die Proben des Malzes wurden bei 
Zimmertemperatur ausgebreitet, vorgetrocknet und im Lufttrocken- 
schranke dann bei 45 bis 50°C weiter getrocknet. Das so getrocknete 
Malz wurde in geschlossenen Gefäßen gehalten und je nach Gebrauch 
gemahlen. 

Es war eine weitere Frage, was für eine Amylase zur weiteren Unter- 
suchung zu nehmen war, eine nach Möglichkeit gereinigte — oder eine 
Rohamylase in Form wässerigen Malzauszuges ? Zur Annahme des letzteren 
sprach die Ansicht dahin, daß man sich in obiger Hinsicht erst überzeugen 
müßte, wie sich die Rohamylase verhält, um erst dann zum gereinigten 
Präparat überzugehen. Unsere Untersuchungen über den Einfluß ver- 
schiedener Chemikalien auf die Amylase zeigten, daß alle bisher angewendeten 
Chemikalien zur Reinigung der Amylase gleichzeitig abschwächend in 
größerem oder kleinerem Maße auf dieselbe wirkten!). 

Der Malzauszug wurde durch 60Minuten langes Schütteln mit 
destilliertem Wasser hergestellt und dann bis zum vollständigen Klar- 
werden filtriert. Die Malzauszüge waren 10proz. und wurden am selben 
Tage verwendet. 


Zur Feststellung des Einflusses der Temperatur wurde Ostwalds 
Thermostat genommen, der mit einer elektrischen Mischvorrichtung und 
einem Toluolregulator versehen war. Temperaturen wurden durch Normal- 
thermometer nach Beckmann bzw. durch Thermometer in !/,C geteilt, 
die mit dem Normalthermometer übereinstimmten, gehalten. Der 
Thermostat hält die Temperatur mit einer Genauigkeit F 0,1°C. 


Der Gang der Untersuchung war folgender: Die lösliche Stärke wurde 
in einem mit destilliertem Wasser versehenen Jenaer Glaskolben zu einer 
2proz. Lösung vermengt, gut durchgemischt, in ein kochendes Salzbad 
von 105°C hineingestellt und so lange gehalten, bis die Temperatur im Kolben 
auf 98°C stieg und sich die Flüssigkeit klärte (leichte Opalisation), die Zeit- 
dauer des Kochens betrug etwa 6 Minuten. Die Stärke wurde dann auf 
15°C abgekühlt und mit einer geprüften Pipette je 100 ccm der Flüssigkeit 
auf eine Reihe von Jenaer, 300 ccm fassenden Glaskolben verteilt. 


Gelangte der Thermostat auf eine zur Prüfung bestimmte Temperatur, 
so wurden die mit Stärke gefüllten Kolben 30 Minuten lang im Thermostaten 
gehalten, um die Temperatur desselben anzunehmen, welches bereits schon 
nach 20 Minuten der Fall war. Die Richtigkeit der Stärketemperatur 
wurde durch ein weiteres Thermometer nachgeprüft. Nach 30 Minuten 
wurden mittels einer genauen Pipette 5ccm des untersuchten Malzauszuges 
zugesetzt und bei der betreffenden Temperatur 15 Minuten lang gehalten, 
und durch ein leichtes Umschwingen des Kolbens wurde alle 3 Minuten 
sein Inhalt durchgemischt. Die Zeit wurde mittels einer Stoppuhr bestimmt. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Amylase durch Zusatz von 5 Tropfen 
30proz. Natronlauge abgetötet, dann der Kolben herausgenommen und 
auf 15°C abgekühlt, dann der Inhalt in einen 500-cem-Meßkolben um- 
gegossen und bis zur Marke mit destillierttem Wasser aufgefüllt. Nach 
gutem Durchmischen wurden 20 cem Flüssigkeit zur Zuckerbestimmung 
nach Bertrand herausgenommen. 


Die 15 Minuten lange Wirkung der Amylase haben wir auf Grund 
folgender Untersuchungen angenommen. Es handelte sich um Feststellung 


1) T. Chrzaszcz und A. Joszt, diese Zeitschr. 80, 211, 1917. 
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der größten Differenz bei verschiedener Zeitdauer von je 1°C bzw. 5°C. 
Zu diesem Zwecke haben wir die Temperaturen 55, 60 und 65°C angenommen, 
bei welchen die Amylase in 2proz. Stärkelösung nach 10, 20 bzw. 30 Minuten 
die größte Verzuckerung gibt. 


Erhaltene Zuckermenge, ausgedrückt in Kubikzentimeter KMnO, 





Die Zeit der Wirkung nach 


SE ae EM 





55 5,20 5,70 6,10 
66 4,95 5,50 : 590 
65 3,80 435 | 4,70 


Aus dem Vergleiche der erhaltenen Resultate zeigt sich, daß bei obigen 
Grenzen die längere Zeitdauer der Amylasewirkung keine größerenUnter- 
schiede des Effekts der Enzymwirkung bei den einzelnen Temperaturen 
gibt. Wir haben nun, um an einem Tage mehr Bestimmungen ausführen 
zu können, die Amylasewirkung auf 15 Minuten beschränkt. 


Nach Zusatz von 5ccm wässerigen Malzauszuges zu 100 ccm ange- 
wärmter Stärke fällt ihre Temperatur bei niedrigen Graden (bis 60°C) 
um etwa 1°C, bei höheren um etwa 2°C. Der Ausgleich der Stärke- mit der 
Thermostatentemperatur, nach Zusatz von obigen ccm Malzauszug, 
geschieht nach 4 Minuten. 

Zur Abtötung der Amylase wurde Natronlauge verwendet, und um 
die Abtötung festzustellen, hat man Versuche mit 5proz. Cyankali, 10 proz. 
Oxalsäure, 71,proz. Sublimat, 40proz. Kupfersulfat und 30proz. Natron- 
lauge vorgenommen. Nach 30 Minuten Einwirkung der Amylase bei 55°C, 
versetzt mit obigen Giften, hat man die Zuckermenge bestimmt. 


Zuckermenge, ausgedrückt in Kubikzentimeter KMnO,. 
Stärke + 5 ccm Malzauszug + 3 Tropfen KCN . . 4,80 


„ +5 ,„ Re p3 (COOH), . 1,35 
29 + 5 TE DÉI + 3 an HgCl, e o o 1,20 
an + 5 29 an + 3 sn Cu SO, e e 1,75 
» #9» vn +3 „ NaOH . . 1,20 


Von diesen Giften zeigten sich als die besten Sublimat und Natronlauge, 
und deshalb wurden weitere Versuche mit verschiedenen Mengen dieser 
beiden Chemikalien gemacht. 


Zucker, ausgedrückt in Kubikzentimeter KMnO, 
Stärke + Beem Malzauszug + 1 Tropfen NaOH . . 1,30 


„ +5, 23 T 2 „ sn °. e 1,25 
e kB en +3 Ss 55 e . 1,20 
» +5,» T +5 sn 5 e w 1,20 
sn + 5 TT „ + 3 an HgCl, e o aw 1,20 


LE Sr 5 LE LEI + l LE 29 SZ: 9 1,20 
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Obwohl sich das Sublimat als stärkstes Gift zeigte, so wurde doch 
Natronlauge vorgezogen, um keine fremden Substanzen bei der Zucker- 
bestimmung nach Bertrand einzuführen. Die Bestimmung des Zuckers 
wurde nach Bertrands Methode ausgeführt!), mit diesem Unterschiede, 
daß das Permanganat doppelt verdünnt war, d. h. 2% g auf 1 Liter, wodurch 
eine größere Schärfe der Bestimmung erreicht wurde. Die Genauigkeit 
der Bestimmung wurde in Grenzen 7 0,05 ccm so verdünnten Permanganats 
angenommen. 


Die Untersuchungen über Amylasewirkung hat man entweder in einer 
Serie von zehn Bestimmungen verschiedener Temperaturen zur Feststellung 
der günstigsten Wirkung, ausgeführt, oder in einer Reihe von Serien, die 
zu einer breiten Skala der Amylasewirkung diente bzw. um die Grundlage 
zum Erhalten der Kurve der Amylasewirkung bei verschiedener Temperatur 
festzustellen. Handelte es sich um eine breite Skala, so hat man zuerst 
in einer Serie den Einfluß je 5°C der Amylasewirkung ausgeführt, und dann 
erst, in weiteren Serien, den Einfluß in der Nähe der günstigsten Temperatur, 
ebenso auch über und unter derselben. Die einzelnen Serien müssen mit 
ihren identischen Zahlen ineinandergreifen, eventuell nur mit einem Unter- 
schiede von 0,l c mKMnO,. Da die gewonnenen Zahlen von den Kräften 
des Malzauszuges abhängig sind, so mußte man einige Male dieselbe Serie 
wiederholen, um die richtige Reihenfolge mit gleichen Zahlen zu bekommen. 
Daraus ergab sich zwar mehr Arbeit, aber man erzielte scharf kontrollierte 
Zahlen. Ausführliche Untersuchungen, die wir hier nicht angeben, haben 
uns überzeugt, daß genaue Zahlenresultate nur mit frischem Malzauszuge 
zu bekommen waren. Die Einführung der antiseptischen Mittel zur Amylase- 
lösung, die wir bei den Untersuchungen von verschiedenen anderen Ver- 
fassern finden, führte, infolge der abschwächenden Wirkung der Anti- 
septika auf die Amylase, besonders bei höheren Temperaturen, sehr leicht 
zu ungenauen Resultaten (siehe Tabelle auf folgender Seite). 


Aus obigen Zahlen geht hervor, daß die günstigste Temperatur der 
verzuckernden Wirkung der Roggenmalzamylase 49 bis 55°C ist. Mit 
höherer Temperatur kommt eine kleine Abschwächung, von 58°C an eine 
etwas kräftigere und von 60°C aufwärts schon ein starkes Fallen der ver- 
zuckernden Wirkung der Stärke. Bei 45°C ist die verzuckernde Wirkung 
nur etwas schwächer als bei der Optimaltemperatur. 


Die scheinbare ‚‚Abtötung‘‘ der verzuckernden Wirkung liegt bei 83°C. 
Da aber bei Zusatz von 5ccm Malzauszug zur angewärmten Stärke ihre 
Temperatur um 2°C fällt, und außerdem die Amylase augenblicklich zu 
wirken anfängt, so findet tatsächlich eine Einwirkung der Amylase statt 
ehe die Vernichtungstemperatur erreicht ist. Es ist daher anzunehmen, 
daß die Vernichtung der Amylase bei einer viel niedrigeren Temperatur 
erfolgt, was übrigens die folgenden Untersuchungen bestätigen und auch 
aus der auf Grund der erhaltenen Zahlen konstruierten Kurve deutlich 
zu ersehen ist. 


Die gewonnene Amylase von verschiedenen Arten des Roggens, und 
auch die einzelnen Stadien ihrer Vermälzung, also die Wasserauszüge mit 
verschiedener Amylasekonzentration, verhalten sich bei derselben Tem- 
peratur gleich, wenn die Amylasekonzentration in entsprechendem Ver- 
hältnisse zu der Stärkemenge steht (schwache Amylasekonzentration). 


1) T. Chrzaszez und A. Joszt, diese Zeitschr. 80, 211, 1917. 
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Die Amylase des Roggenmalzes. 


| Roggenmalz 
Nr.i | Hei Nr. 2 Nr. 2 
nach 5 Tagen , nach 16 Tagen nach 3 Tagen nach 16 Tagen 





Temperatur der 

















Amylasewirkung 
0 
e Verzuckernde Kraft ausgedrückt in ccm K MnO, 

20 b — 8,80 — 8,50 
5 | — 10,60 — 10,95 
30 | = 11,80 eg | 12,50 
5 — 12,70 | — 13,50 
40 — | 13,35 — 14,15 
5 6,85 13,70 | 4,70 14,55 
7 — 13,80 — — 
8 7,00 13,80 4,80 14,65 
9 7,05 | 13,85 | 4,85 14,70 
50 — | 13,85 — — 
2 7,05 | 13,85 4,85 14,70 
4 — 13,85 — — 
5 7,05 13,85 4,85 14,70 
6 7,00 13,80 4,80 14,65 
7 7,00 | 13,75 — — 
8 6,90 13,70 4,75 14,55 
9 — 13,55 — — 
60 6,45 ' 13,30 4,45 14,10 
5 4,80 | 10,90 3,50 10,90 
70 — 7,15 2,50 7,20 
5. — | 3,50 — 3,60 
80 — 1,00 — 1,10 
3 — 0,20 — 0,20 
5 — 0,00 | — 0,00 


Stärkekontrolle + | | 
5 ccm Auszug + " | 
5 Tropfen Natron» ı 


aae 1,0 | 1,50 0,85 Ä 1,70 


Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion, aus der Kurve berechnet, 
zeigte für K. 10°: 


WE: 2 a ee 27 
IOC y ër ie Lan 
40T: e ee ve 1,93 
WG: d w e ër e SCHEI 


Die Weizenmalzamylase zeigte ebenso wie Roggenmalz 49 bis 55°C 
als die günstigste Temperatur der verzuckernden Wirkung. Oberhalb 
dieser Temperatur zeigte sich bereits eine kleine Abschwächung, von 59C 
an eine etwas kräftigere, und von 60°C ab war bereits eine sehr starke 
Abnahme der verzuckernden Wirkung. Die Temperaturen 40 bis 4%C 
sind nur etwas weniger günstig als die optimale, deswegen zeigte sich die 
Skala der günstigsten Temperatur der Weizenmalzamylase viel breiter 
als die des Roggenmalzes. 

Die Amylasewirkung bei der Optimumtemperatur ist unabhängig von 
der Konzentration der Amylase (bei schwacher Konzentration), auch von 
der Art des Weizens und der Stadien ihrer Vermälzung. Auch in anderer 
Beziehung verhält sich die Weizen- ähnlich der Roggenamylase. 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen berücksichtigt (subtrahiert). 
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Die Weizenmalzamylase. 








Weizenmalz 
Temperatur der 



































i .1 | ES 
Amylascwirkung | nach Na Tagen | skara Tagen nach D Tagen nach VW Tagen 

5 ee ee E ee 
S Al Verzuckernde Kraft ausgedrückt in ccm K MnO; 

20 6,45 | e 6,65 = 
5 8,70 — 8,90 — 

30 | 10,30 — 10,50 — 
5 ' 11.00 — 11,30 — 

40 | 11,30 4,90 11,65 — 
5 11,45 5,05 11,75 13,15 
7 | 11,50 — 11,80 — 
8 | 11,50 5,10 11,80 13,25 
9 | 11,55 5,15 11,85 13,30 

50 | 11,55 — — — 
1 | — — — — 
2 | — — 11,85 13,30 
3 | 11,55 — — — 
4 | 2 EN Sie er 
5 | 11,55 5,15 11,85 13,30 
6 11,50 5,10 11,80 13,25 

67 11,50 5,10 — — 
8 11,45 — — 13,20 
9 11,35 — 11,70 13,10 

60 11,20 4,95 11,55 12,90 
5 8,70 4,00 9,35 — 

70 5,75 2,85 6,25 — 
5 | 3,00 — 3,10 — 

80 j 1,00 0,40 1,00 — 
3 f 0,25 — 0,20 — 
5 | 00 = 0.0 = 

Stärkekontrolle + 
5ccm ul + | 
ee ay 2 A 1,50 1,60 


Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion, aus der Kurve berechnet, 
zeigte für K. 10°: 


200: an u ee ër 0,03 
20C a Sn nee 520 
30C 2 2.202... 1,49 
SE o a ee e ër Jett 
AOC e A A a ai wé E 
EE G, e der Nr ee 1567 


Die günstigste Temperatur für die verzuckernde Wirkung der Gersten- 
malzamylase ist 49 bis 54°C, also ähnlich der Amylasen der schon be- 
sprochenen Getreide. Die Skala der günstigsten wie auch der noch günstigen 
Temperatur ist hier etwas kürzer, sonst zeigt diese Amylase sich der Roggen- 
malzamylase am ähnlichsten, obwohl ihre Empfindlichkeit der Temperatur 
gegenüber etwas größer ist. 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen berücksichtigt (subtrahiert). 
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Die Gerstenmalzamy lase. 
































| Gerstenmalz 
see ee Nr.1 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 

Amylasewirkung | nach 3 Tagen | nach 5 Tagen | nach 14 Tagen | nach 14 Tagen | nach 16 Tagen 
ES | Verzuckernde Kraft ausgedrückt in cem K MnO, 
20 , — — 4,60 4,80 — 
25 |: — — 5,65 6,70 — 
a p | SH 7,00 8,50 10,10 
35 — — | 8,30 9,85 — 
40 3,30 4,80 9,25 10,70 13,50 
45 | 385 5, 9,90 11,35 14,30 
47 3,95 —  ' 1000 11,50 = 
48 | 4,00 5,30 10,05 11,55 14,55 
49 | 405 | 535 10,10 11,60 14,60 
51 I 405 : 65,35 10,10 11,60 14,60 
53 e DE 10,10 = = 
54 | 4,05 ' 6535 | 10,10 11,60 14,60 
55 | 400 | 530 ' 10,05 11,55 1455 
56 1o — | — jį 100 — o Lë 
57 Lei m i %8 = I 
58 o — 5,20 9,90 11,40 — 
59 ke | = 9,70 = = 
60 | 355 | 4,90 9,45 10,95 13,65 
65 o= o OO 8,00 10,75 
70 | paS | mn 3,80 5,00 6,00 
75 SE | 1,56 2,05 — 
80 zen " ee 0,20 0,20 _ 
83 = Le 0,0 0,0 ua 

Stärkekontrolle + | 

5 ZEN e + 
on: 070 | 090 | 150 1,65 1,75 


Auch finden wir bei der Gerstenmalzamylase in Grenzen der unter- 
suchten Enzymkonzentration keinen Unterschied des Temperatureinflusses 
bei den verschiedenen Arten der Gerste und der einzelnen Stadien ihrer 
Vermälzung. 

Die Resultate der Untersuchungen stimmen mit den Beobachtungen 
von C. J. Lintner und F. Eckhart aus dem Jahre 1886 fast überein). 

Der Geschwindigkeitskoeffizient, aus der Kurve berechnet, zeigte für 
K. 10°: 


200C .. ee e -0,66 
3C e, 1,00 
AMOS er 
DUO 2% 2-0 a ae KD 


Die günstigste Temperatur für die verzuckernde Wirkung der Hafer- 
malzamylase liegt bei 51 bis 53°C, zeigt also eine viel kürzere Skala als die 
früheren Amylasen. Eine starke Abschwächung der verzuckernden Wirkung 
fängt mit 55°C an, auch die Temperaturen, die unter 47°C liegen, sind schon 
wenig günstig. Die Hafermalzamylase ist also sehr empfindlich, was in 


!) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen berücksichtigt (subtrahiert). 
2) l e. 
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Die Hafermalzamylase. 





— — 

















Hafermalz 





Temperatur der 


























e Nr. 1 Nr. 1 Nr. 2 Nr. 2 

Amylasewirkung nach 5 Tagen nach 16 Tagen nach 10 Tagen | nach 16 Tagen 

0 
5 Verzuckernde Kraft ausgedrückt in cem K Mn O; 
p 

20 | — | 1,15 — — 
25 — 1,75 — 2,80 
30 — 2,45 = 3,60 
35 — 3.20 — 4,30 
40 2,20 3,95 — 5,00 
45 2,60 4,60 4,15 5,60 
47 — 4,80 — 5,85 
48 — — — — 
49 — 5,00 — 6,10 
50 | 300 5.05 4,55 6.15 
51 | 3,05 5,10 4,60 6,20 
52 — 5,10 — — 
53 — 5,10 4,60 6,20 
54 — 5,05 — 6,15 
55 Ä 2,80 4.95 4,40 6.05 
56 geg == =š Kë 
57 — 4,65 — 5,65 
58 — — zu EZ 
59 — >s Sg ECH 
60 2,10 4,20 3.65 5,00 
65 1,40 3,30 2,70 3,95 
70 0,90 2,35 1,75 2,75 
75 — 1,30 — 1,50 
80 0,15 0,45 . 015 — 
83 — 0,10 — 0,10 
85 — 0,0 — 0,0 

Stārkekontrolle + | 

Z vm De, + i 

geg Ve 0,60 up | om | 100 





scharfem Widerspruche mit den Angaben von P. Klempin steht ?), dagegen 
aber mit den Beobachtungen von Szilagyi ziemlich übereinstimmt?). 

Andere Angaben des Einflusses der Temperatur und auch die Unab- 
hängigkeit der Amylasewirkung der verschiedenen Haferarten und der 
Grad ihrer Vermälzung (schwache Amylasekonzentration) sind ähnlich 
der Amylase des anderen Getreides. 

Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion aus der Kurve berechnet, 
zeigt für K. 10? und K. 10%: 


200C e 2.0. re KEE 1,63 

30C .... a... 0.6035 ` 3,50 

40C ...... , 0,56 5,65 

BIER de ee Ae 2 0,72 7,23 
Bei der Maismalzamylase finden wir 56 bis 57°C als die günstigste 
verzuckernde Wirkung, bis 60°C nur ganz wenig ungünstiger. Uber 60°C 


1) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen berücksichtigt (subtrahiert). 

2) l e. 

3) lc. 
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Die Maismalzamylase. 














Maismalz 
ee SS Nr. 1 Nr. 1 Nr. 2 i Nr. 2 

Amylasewirkung . nach 5 Tagen nach 16 Tagen nach 5 Tagen : nach 16 Tagen 

N SE Geo EE BEE er ne 
S l Verzuckernde Kraft ausgedrückt in ccm K Mn O; 
| 

20 er 2,45 = 3,00 
25 = 3.05 E SCH 
30. = 3.80 = 4,55 
35 — 4,55 — 5,35 
40 2,20 5,25 = 6,10 
45 2,60 5,80 3,00 6,70 
47 Si 6,00 Se a 
49 — — — — 
50 2,80 6,30 3,30 7,15 
öl _ — — — 
52 — 6,45 — — 
53 = 6,55 Se 7,40 
54 — 6,60 — — 
55 3,00 | 6,65 3,55 7,55 
56 am 1.670 3.60 7,60 
57 3.05 6,70 3,60 = 
68 | 3,00 | 6,65 3,55 7,55 
59 | Ss | 6,60 3,55 7,60 
60 ` 2,95 6,50 3,50 7,45 
6 "Sa 5,30 — 6,40 
70 Í — | 3,85 — 4,75 
75 — 2,45 — 3,05 
80 — 1,00 — 1,40 
83 — 0,35 — 0,45 
85 — 0,05 — 0,10 
87 | — 0,0 — 0,0 

Stärkekontrolle + 

Zem Auszug + 

5 Topin Lamm, oe Lan 085 | 1,85 


ist bereits ein starkes Fallen der amylolytischen Wirkung, auch die Tem- 
peraturen unter 52°C sind wenig günstig. Die Maismalzamylase zeigt also 
die günstigste verzuckernde Wirkung bei höheren Temperaturen als die 
anderen Getreide. Gegen höhere Temperaturen ist die Amylase sehr 
empfindlich, deshalb finden wir hier eine kurze, optimale und günstige 
Skala der verzuckernden Wirkung. 

Gleich der früheren Getreide sehen wir bei schwacher Konzentration 
dieser Amylase eine Unabhängigkeit der Tempersaturwirkung von der 
Art des Maises und dem Grad ihrer Vermälzung. 

Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion, aus der Kurve berechnet, 
zeigte für K. 10%: 


NE ee 2. rn SEH 
SUE 2. u. ee o 540 
VE u ee ae. e e en 600 
509°C .. eg, én a 9,00 


t) Die bei der Kontrolle gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen berücksichtigt (subtrahiert). 
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Die Malzamylase der Land- und afrikanischen Hirse und des Buchweizens. 








Landhirsenmalz 
Temperatur der ` 


| 
Amylascwirkung |. Mei Nr. 2 Nr. 2 














T. T. 
°C '| nach 16 Tagen | nach 16 Tagen | nach 18 Tagen 
Verzuckernde Kraft ausgedrückt in ccm K Mn O, 
| 
20 1,80 ` 1,20 — 0,30 0,40 
25 240 >` 215 — l 045 ı 07 
30 3,30 3,10 — 0,65 | 1,05 
35 | 4,20 4,05 — | 085 ; 13 
40 5,10 5,00 — 1,05 | 160 
45 | 6,00 6,00 — 135 1,75 
47 600686 Ze I Ae — 
49 a 6,75 — 01000180 
50 690 6,90 SS | 1,85 1,85 
5l | — — — — — 
52 m Ser d Ms — | Le 
53 — — | 1,55 — | — 
54 = ba i en = 1,85 
55 7,65 7,50 : 780 2, 1,85 
56 _ 760 ' 800 — 1,80 
57 | 7,90 7,65 810 _ 1,80 
58 "8,00 770,820 2,40 — 
59 ' 80 | 770 Bän | TE = 
60 TB |i 765 815 | 2,50 1,70 
61 | ees, 3 — | 810 255 — 
62 7,80 7,50 8,00 | 2,60 | — 
63 = Ee — 260 ` — 
64 Se = Ge 2,60 — 
65 7.08 6,75 — | 255 !' 150 
70 540 5,00 = | 235 | 1,20 
75 3,80 310 = 1,85 0,75 
80 | 225 1,55 — | 1,10 0,15 
83 — | — — | — | 0,0 
85 0,75 -= SS 0,35 | — 
87 0,30 = = I ol ` — 
90 0,0 | = _ 00 Ä = 
Stärkekontrolle +, | | , 
on Auszug + | | | | 
"E Natron! 120 1 12% 1,25 || 0,50 | 0,40 


Von allen Getreiden zeigt die höchste optimale Temperatur der ver- 
zuckernden Wirkung die afrikanische Hirsenmalzamylase mit 62 bis 64°C, 
etwas niedrigere die Landhirse 58 bis 59°C. Diese Temperaturen stellen 
sich ganz scharf, denn ober- und unterhalb derselben zeigt sich die Amylase- 
wirkung schon bedeutend schwächer. Die Hirsenmalzamylase nimmt also 
zwischen den Getreidemalzamylasen eine besondere Stellung ein. 


Der Einfluß der Temperatur auf die Hirsenmalzamylase ist ähnlich 
den schon besprochenen Getreiden, unabhängig von der Art der Hirse und 
der Stadien ihrer Vermälzung. 


1) Die bei der Kontrollo gewonnenen Zahlen sind schon bei obigen 
Zahlen berücksichtigt (subtrahiert). 


29* 
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Die Vernichtungstemperatur der Hirsenmalzamylasen liegt etwas 
höher als bei den anderen Getreiden. 

Die Malzamylase des Buchweizens lehnt sich sehr an das Verhalten der 
Roggen- bzw. Weizenmalzamylase an; ihre günstigste Temperatur ist 
60 bis 55°C. 

Der Geschwindigkeitskoeffizient der Reaktion, aus der Kurve berechnet., 
zeigte für K. 10%: 


Landhirse d SE f Buchweizen 











oju irse 
200 u 2,56 | 0,43 os 
| d 063 — 
30 0 4n 0,92 — 149 
oo | Ta 160,229 
6; © Lo o 249 
50 9 (mm | 264 i 2,64 
55 | ll AN | — | — 
6 € = i 358 |! — 


Vergleichen wir das Verhalten der Amylasen der verschiedenen Getreide. 
so können wir auf Grund der aufgeführten Kurven den Einfluß der Tem- 
peratur ihrer verzuckernden Wirkung in dieser Schlußfolgerung zusammen- 
stellen. 


a) Die Optimaltemperaturen der verzuckernden Wirkung der Getreide- 
malząmylasen auf die Stärke bei der Wasserstoffzahl pg = 4,9 sind ver- 
schieden, abhängig von der Gattung der Getreide, von welchen die betreffende 
Amylase stammt, dagegen unabhängig von der Art und dem Grade ihrer 
Vermälzung bei derselben Gattung des Getreides. Eine Ausnahme zeigt 
nur die Land- im Vergleich zur kleinkörnigen afrikanischen Hirse. Diese 
letztere zeigt eine höhere optimale Temperatur der Amylasewirkung. 


b) Die untersuchten Amylasen kann man in zwei Gruppen teilen: 


L Die Malzamylasen des Roggens, Weizens, Buchweizens und der 
Gerste, die ihre optimale Wirkung ungefähr bei 50°C zeigen und nur eine 
geringe Empfindlichkeit bei dieser Temperatur haben, so daß ihre Optimal- 
temperatur ziemlich breite Skalen zeigt, und zwar bei Roggen- und Weizen- 
amylase = 7°C in Grenzen von 49 bis 55°C, bei Gersten- und Buchweizen- 
amylase = 6°C, und zwar für Gerstenamylase 49 bis 54°C, für Buch- 
weizenamylase 50 bis 55°C. Die Temperaturen 45 bis 58°C zeigen nur 
kleine Abweichungen der Optimumtemperaturwirkung, wobei Weizen- 
amylase in dieser Hinsicht die breiteste Skala und Gerstenamylase die 
kleinste hat; also zeigt letztere größere Empfindlichkeit als Roggen-, 
Weizen- und Buchweizenamylase, Weizenamylase ist am wenigsten 
empfindlich. 


2. Die Amylasen, die ihre optimale Temperaturwirkung oberhalb 55°C 
haben und eine große Empfindlichkeit gegen diese Temperatur zeigen, 
haben infolgedessen nur ganz kurze Skalen der optimalen Temperatur- 
wirkung. Hierhin gehören die Maismalzamylase mit ihrem Optimum bei 
56 bis 57°C, also innerhalb zweier Grade, weiter das Landhirsenmalz mit 
Optimum von 58 bis 59°C, auch innerhalb zweier Temperaturgrade und das 
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der afrikanischen Hirse mit Optimum 62 bis 64°C, also innerhalb dreier 
Grade. 


Eine Art Übergang von einer Gruppe zur anderen zeigt die Hafermalz- 
amylase mit Optimalwirkung 5l bis 53°C, also innerhalb dreier Grade 
und einer kurzen Tempersturskala der günstigsten Wirkung. Die Hafer- 
malzamylase gehört also zu den empfindlichen Amylasen. 


Was diesen Unterschied zwischen den Amylasen verursacht, warum 
eine Amylase auf die Temperatur mehr empfindlich als die andere ist, 
warum die Optimaltemperatur bei einer höher als bei der anderen liegt, 
und endlich warum die Skala der günstigsten Temperatur bei einer breiter 
und bei anderen enger ist ?, das wissen wir vorläufig nicht. Diese Fragen 
werden erst durch weitere Untersuchungen gelöst. Die einfachste Erklärung 
dafür wäre anzunehmen, daß in Malzauszügen neben der Amylase sich 
solche Substanzen befinden, die oben erwähnte Unterschiede bei dem 
Verhalten der verschiedenen Amylasen verursachen. Dagegen spricht aber 
wiederum die Tatsache, daß die 
Amylase aus verschiedenen Ge- 
treidearten oder aus ihrem ver- 
schiedenen Vermälzungsgrade 
und auch ebenfalls in ver- 
schiedener Konzentration, ın 
Grenzen derselben Getreide- 
gattung, ıdentisches Verhalten 
unter Einfluß der Temperatur 
zeigt. Wäre dieses ungleiche 
Verhalten der aus verschiedenen 
Getreidegattungen stammenden 
Amylase nur von den begleiten- 
den Substanzen der Amylase 
abhängig, so müßte die Zu- 
nahme bzw. die Abnahme dieser 
Substanzen, welche sicher bei 
der Zubereitungder Malzauszüge 
Bn Reeg SE des 25 25 30 35 W W 30 35 60 65 10 75 80 

etreides oder bei ihren ver- , 
schiedenen Vermälzungsgraden Abb. 1. Einfluß Wi er > verzuckernde 
vorkommt, also verschiedene 
Amylasekonzentration im Verhältnis zu jenen begleitenden Substanzen, 
einen sehbaren Unterschied in der Verzuckerung aufweisen. Diesen Unter- 
schied haben wir bis jetzt noch in keinem Falle gesehen. Das wäre also ein 
Beweis dafür, daß der Unterschied zwischen den einzelnen Amylasen mehr 
individuell, abhängig von der Gattung des Getreides, aus der die Amylase 
stammt, ist. Weitere Untersuchungen, die wir darin angestellt haben, 
geben uns darüber noch Aufschluß. 


Die Abtötungstemperatur der Amylase in Stärkelösung liegt scheinbar 
bei 80°C. Diese Temperatur ist nicht als ganz fest anzunehmen, denn bei 
Zusatz des Malzauszuges fällt die Temperatur der Stärke um etwa 2°C, 
und ehe die Amylase die Vernichtungstemperatur erreicht hat, bewirkt 
dieselbe schon einen verzuckernden Einfluß. Die Abtötungstemperatur 
der Amylase muß also eine niedrigere sein als oben erwähnt, was übrigens 
die folgenden Untersuchungen bestätigen. 
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Das Feststellen der Vernichtungsiemperatur der Amylase. 


Wie wir bereits schon früher erwähnt haben, sieht man bei der Optimal. 
temperatur der Enzymwirkung zwei Einflüsse der Temperatur, und zwar 
eine fördernde und eine vernichtende Wirkung der Enzyme. Wenn dieses 
tatsächlich der Fall ist, so muß in Grenzen der günstigsten Temperatur 
der Amylasenwirkung schon der Anfang ihrer Vernichtung vorkommen. 
Die Vernichtungstemperatur der Amylase liegt natürlich bei noch höherer 
Temperatur; Euler schlägt vor, als solche diese Temperatur anzunehmen, 
bei welcher das in Wasser aufgelöste Enzym nach Ablauf von 30 bis 60 Mi- 
nuten die Hälfte seiner früheren Kraft verliert!). 

Um diese Temperatur festzustellen, hat man 10proz. wässerigen Malz- 
auszug dargestellt, und m fünf Reagenzgläser zu je 10 ccm verteilt. Gleich- 
zeitig bereitet man einen mit einer entsprechenden Temperatur eingestellten 
Thermostaten vor, wobei die Temperatur durch ein in !/,0°C geteiltes 
Thermometer kontrolliert wird. Der Thermostat hält die Temperatur 
mit einer Genauigkeit F 0,1°C. 

Zu dem auf solche Weise vorbereiteten Thermostaten setzte man die 
mit Malzauszug gefüllten Reagenzgläser hinein, von denen das eine 5 Minuten, 
das zweite 15 Minuten, das dritte 30 Minuten, das vierte 60 Minuten darin 
gehalten wurde, das fünfte blieb bei Zimmertemperatur stehen. Der Malz- 
auszug erreichte innerhalb 5 Minuten die gewünschte Temperatur. Nach 
Ablauf der oben angegebenen Zeit wurden die Reagenzgläser heraus- 
genommen und auf 15°C abgekühlt. 

Der zweite Ostwaldsche Thermostat wurde bei 51°C angestellt, wobei 
der angewärmte Malzauszug auf seine verzuckernde Wirkung untersucht 
wurde, mit Ausnahme des Hirsenmalzauszuges, der bei einer Temperatur 
von 55°C untersucht wurde. 

Wie bei früheren Untersuchungen wurde 2proz. Stärkelösung von 
Wasserstoffionenkonzentration pg = 4,9 vorbereitet, welche man in eine 
Reihe Kolben zu je 100 ccm verteilte, 30 Minuten auf die Untersuchungs- 
temperatur anwärmte, dann den angewärmten Malzauszug zugesetzt, 
15 Minuten gehalten und mit Natronlauge abgetötet. Nachdem die Flüssig- 
keit auf einen Meßkolben von 500 cem verdünnt wurde, bestimmte man den 
Zuckergehalt nach Bertrands Methode. Das Resultat war folgendes: 


Roggenmalzauszug. 
Zuckermenge dargestellt bei 51°C, ausgedrückt in ccm KMnO.. 


Minuten. -— l S 
Ia 540 | zm 580 60 “| 70 











Angewä rmter Malzauszug bei 





10,65 , 10,75 | 10,85 į EE 10,80 10,65 10,70 10,75 1085 
5 "10865. 1080 10,65 10,76 10,85 | 10,80| 9,20 8,80 490 4,15 
15 : 10,70. 10,80 10,65 10,70 10,80 [10,76 6,30 5,90 410 300) (e 
30 10,65 Ion) 10.65 1065| 1065 1030! 540 515 3'35 2,15 
60 10,65 1080/1065 10.45|10.26| 940' 4.60 4,30 2,50 ei 





0 ke 10,80 | 





Die obigen Untersuchungen zeigen, daß der Anfang der Vernichtung 
der Roggenmalzamylase mit 56°C anfängt, also oberhalb der günstigsten 
Temperatur der Verzuckerung. 


1) H. Euler, Chemie der Enzyme 1 und 2 
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Die Vernichtungstemperatur nach Euler finden wir bei 63 bis 64°C; 
vollständig aber geht die Amylase nach 1 Stunde in wässeriger Lösung bei 
75°C zugrunde. 

Der angewärmte Malzauszug gibt keinen Niederschlag, sondern eine 
bleibende Opalisstion. 

Ähnlich wie bei Roggen- ist der Anfang der Vernichtung der Weizen- 
malzamylase bei 56°C, also auch oberhalb der günstigsten verzuckernden 
Temperatur. 

Die Vernichtungstemperatur nach Euler finden wir bei 63 bis 64°C, 
eine vollständige Abtötung nach 1 Stunde in wässeriger Lösung zeigt sich 
dagegen bei 75°C. 


Weizenmalzamylase. 
E EE bei 51°C, ausgedrückt in cem K MnO, 


Angewärmter Malzauszug bei 

















Minuten R dert a S Ze S Kee? VEER 
Wë WE EE NEE E 

0 10,15 10,30 | 10,45 10,45 | 10,15 10,05 | 10,10 10,45 10,30 10,00 

5 11015 10,30 | 10,45 , 10,40 | 10,10; 9,45 | 935| 4,10! 3,15] 1,30 

15 10,15 10,35 | 10,40 | 10,40 : 10,00: 5,50 | 4,95: 320; 1,65: 1,00 

30 10,15 ` 10,30 | 10,35 | 10,25 | 9,70; 4,70 360 230| 1,20| 1,00 

60 10,15 10,30 10,25 10,05 | 8,85 | 4,00! 3,06 1,65 | 1,00! 1,00 


Der auf 50°C angewärmte Malzauszug gibt einen Niederschlag, der 
mit steigender Temperatur und längerem Anwärmen zunimmt und sich 
flockig zeigt. 


Gerstenmalzamylase. 
Zuckermenge dargestellt bei 51°C, ausgedrückt in ccm en 








i geg Malzauszug bei 























Minuten | S ; 
al mm" ml s f 60 Be m 

| S M 
0  10,45| 9,85 | 9,60 | 9,60 | 9,25 a 9,25 | 9,25 | 10,45 | 10,10 | 10,10 
5 10401 9,85 | 9,60 | 960 | 9.20 | 1000 820 | 6,30 375| 350| 145 
15 1045| 985 | 9,60 | 9,50 9.05 9,80 560 | 260 205 160! 1.00 
30 1045| 985 | 9,50 | 9,35 | 890 | 8.70! 510 | 2,45 | 230: 1.10! 100 
60 10,45! 9,85 | 935 | 9,15 | 8.45 | 6,40; 460 | 2.00 ' 180i 100| 1.00 








Die Vernichtung dieser Amylase fängt bei 55°C an, also gleich den 
Beobachtungen von C. J. Lintner und F. Eckhart, die bei dieser Temperatur 
schon eine kleine Abschwächung der Amylase finden!), im Gegensatz 
zu den Beobachtungen anderer Verfasser, besonders zu denen von E. Ern- 
ström. Letzterer findet, daß bei dieser Temperatur der verzuckernde Effekt 
auf die Hälfte des bei 37°C gefundenen Betrages sinkt?). 

Die Vernichtung der Gerstenmalzamylase fängt um 1°C früher als bei 
den bereits erwähnten Amylasen an; bei 75°C dagegen geht die Amylase 
nach 1 Stunde vollständig zugrunde. 


1) C. J. Lintner und F. Eckhart, Le 
2) E. Ernström, Le 
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Die wässerige Lösung der Gerstenmalzamylase, angewärmt auf eine 
oberhalb 50°C liegende Temperatur, gibt einen Niederschlag, der mit 
steigender Temperatur und längerem Anwärmen zunimmt. 


Hafermalzamylase. 
Zuckermenge dargestellt bei 51°C, ausgedrückt in cem KMnO., 








Angewärnter Malzauszug bei 








a EEE EIER j m | 79 o 


6,65 | 6,65 6,70 ' 6,70 : 6,70 
5 || 5,95 | 5,95 | 6,00 | 5,70 410 4,00 4,05 3,55 , 1,70 
15 || 6,95 | 5,95 | 5,95 | 5,65 | | 
30 || 5,90 | 5,95 | 5,90 | 5,40 
60 || 6,95 | 5,95 | 5,75 | 5,00 


Die Abtötung der Hafermalzamylase fängt mit 54°C an, also um 
1°C früher als bei Gersten- und um 2°C früher als bei Roggen- und Weizen- 
amylase. Die Vernichtung der Amylase nach Euler finden wir bei 65 bis 
66°C, also bei einer höheren Temperatur als bei den früheren Amylasen. 
Gleich anderen Amylasen ging die Hafermalzamylase in wässeriger Lösung 
nach 1 Stunde bei 75°C zugrunde. Dieses zeigt, daß die Angaben von 
Klempin, der die Vernichtung der Hafermalzamylase erst bei 90 bis 95°C 
finden will, unrichtig sind). 

Die wässerige Lösung der Hafermalzamylase, angewärmt auf eine 
Temperatur von 50°C, gibt einen Niederschlag. 








-< 


Maismalzamylase. 
Zuckermenge dargestellt bei 51°C, ausgedrückt in com KMnO.. 





8 ` Angewärmter Malzauszug 
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4,65 4,65 | 4,10 | 4,65 | 3,65 | 4,45 4,65 | 4,65 4,65! 4,45 4,45 445 





0 

5 |4,65 , 4,65 | 4,10 | 4,65 | 3,65 | 4,45 4,65 ' 4,45 4,30 ' 3,45 2,10 : 1,70 
15 | 465 | 4.65 4,10 | 4,60 | 3,55 | 4,30 4,50 3,75 3,45'2,10 1,15 1,00 
30 |465 4,65 | 4,00 | 4,40 | 3,35 | 4,10 | 4,30 | 3,25 290. 1,30 1,10 1.00 


60 jį 4,60, 4,65 | 3,75 | 4,10 | 3,00 | 3,75 : 3,80 ' 2,70 2,30 | 1,00 1,00 1,00 


Die Vernichtung der Maismalzamylase fängt mit 54°C an, ebenso 
wie bei der Hafermalzamylase ; der Unterschied ist aber der, daß bei letzterer 
die Vernichtungstemperatur oberhalb und bei der Maismalzamylase unter- 
halb der günstigsten Temperatur liegt, gleich den allgemeinen Ansichten 
über die Optimaltemperatur der Enzymwirkung. Die Maismalzamylass 
unterscheidet sich also grundsätzlich von den früheren Getreiden. 

Die Vernichtung der Amylase nach Euler finden wir bei 65 bis 66°C, 
gleich der Hafermalzamylase.. Nach 1 Stunde in wässeriger Lösung geht 
die Maismalzamylase bei 70°C zugrunde, also um 5°C früher als bei den 
Amylasen der anderen Getreide. 

Die oberhalb 50°C angewärmte wässerige Lösung der Maismalzam ylase 
gibt ebenfalls einen Niederschlag. 


1) P. Klempin, 1. c. 


Einfluß der Temperatur auf die Wirkung der Amylase. 437 


Hirsenmalzamylase. 
Zuckermenge dargestellt bei 55°C, ausgedrückt in cem KMnO, 








| Anyewärmter Malzauszug bei 


| so | ew | es | ew | 3w | 79 | aw 
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600 | 590 | 620 
425 ; 290 | 180 
305 | 185 | 150 
220 | 160 | 150 
175 | 155 | 150 


5 590 | 620 | 600 


30 590 | 620 | 590 
60 || 590 | «20 ! 580 | 280 


Die Vernichtung der Hirsenmalzamylase fängt mit 56°C an, ähnlich 
der der Roggen- und Weizenmalzamylase. Diese Temperatur liegt unterhalb 
der günstigsten Temperatur der Hirsenmalzamylase, also gleich der Mais- 
amylase. Die Vernichtungstemperatur nach Euler finden wir bei 65 bis 
66°C, die vollständige Vernichtung nach 1 Stunde in wässeriger Lösung 
liegt bei 75°C. 

Die wässerige Lösung der Hirsenmalzamylase, angewärmt auf eine 
Temperatur oberhalb 50°C, scheidet einen starken Niederschlag aus. 


SS 
d | 590 | 620 0 
695 





Aus den Untersuchungen über die Vernichtungstemperatur der Malz- 
amylase der verschiedenen Getreidearten geht hervor, daß der Anfang 
der Vernichtung und auch die vollständige Abtötung derselben individuell, 
abhängig von der Art des Getreides von dem die Amylase stammt, ist. 
Der Anfang der Vernichtung der Amylase zeigt sich bei 54 bis 56°C, und 
zwar: Hafer und Mais bei 54°C, Gerste bei 55°C, Roggen, Weizen und Hirse 
bei 56°C. 

Etwas Ähnliches finden wir auch bei der Vernichtungstemperatur 
nach Eulers Bestimmungen ausgeführt, welche zwischen 61 bis 66°C liegt, 
und zwar: Gerstenamylase bei 61 bis 62°C, Roggen- und Weizen bei 63 bis 
64°C und anderen Getreide bei 65 bis 66°C. 

Eine vollständige Vernichtung nach 1 Stunde in wässeriger Lösung 
kommt bei 75°C mit Ausnahme der Maisamylase, die schon bei 70°C zu- 
grunde geht. Die oberhalb 50°C angewärmten wässerigen Malzauszüge 
trüben sich und geben bei steigender Temperatur und längerem Anwärmen 
immer stärker werdenden Niederschlag. Ausnahme zeigt hier der wässerige 
Roggenmalzauszug, der sich beim Anwärmen nur trübe zeigt und keinen 
Niederschlag gibt. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchungen über den Einfluß der Temperatur auf die 
verzuckernde Wirkung der Pflanzenamylase, hergestellt in wässeriger 
Lösung aus den Malzen des Roggens, Weizens, Hafers, Buchweizens, 
Maises, der Gerste und der Land- und afrikanischen Hirse führen uns 
zu den Schlußfolgerungen : 

L Die Amylase von verschiedenen Getreidegattungen (verschie- 
dener Herkunft) verhält sich unter dem Einfluß der Temperatur, wie 
es die Kurven der verzuckernden Wirkung der Amylase zeigen, nicht 
gleich. 
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2. Das Optimum der Temperatur der verzuckernden Wirkung 
der Amylase bei Optimum pe = 4,9 ist von der Herkunft des Getreides 
(Getreidegattung) abhängig und kann ein zweifaches seın, nämlich: 


a) Der unter dem Einfluß der Temperatur sich ergebende Wert 
der höchsten aktiven Wirkung der Amylase, welche zurückgeht, sobald 
mit weiter steigender Temperatur die Vernichtung der Amylase anfängt. 
Dieser Anfang der Amylasevernichtung beginnt: bei Gerstenmalz- 
amylase bei 55°C, Roggen- und Weizenamylase bei 56°C, Hafer- 
amylase bei 54°C. Also ist das Optimum der Temperatur der ver- 
zuckernden Wirkung: bei der Gerstenmalzamylase bei 49 bis 54°C, 
bei Roggen und Weizen 49 bis 55°C, bei Hafer 51 bis 53° C, bei Buch- 
weizen 50 bis 55°C. 

b) Oder man kann das Optimum der Temperatur der Amylase- 
wirkung unter dem Gesichtspunkte betrachten, daß unter dem Einfluß 
der steigenden Temperatur eine reaktionsfördernde und eine vernich- 
tende Wirkung stattfindet. Die Vernichtung der Maismalzamylase 
fängt mit 54°C, die der Hirsenmalzamylase mit 56! C an. Das Tem- 
peraturoptimum der Maismalzamylase zeigt sich bei 56 bis 57°C, das 
der Landhirse bei 58 bis 59°C und das der afrikanischen Hirse sogar 
erst bei 62 bis 64°C. Das Optimum der Temperatur der Amylasewirkung 
bei diesen Getreiden liegt oberhalb der Temperatur, bei der die Ver- 
nichtung dieser Amylasen anfängt, also im Gegensatz zu den Amylasen 
der früher erwähnten Getreidereihen, bei denen das Optimum unter- 
halb der Vernichtungstemperatur liegt. 


3. Auch die Vernichtungstemperatur der Amylase in wässeriger 
Lösung ist abhängig von der Getreidegattung und liegt nach der von 
Euler angegebenen Methode bei 61 bis 66°C. Die größte Empfindlich- 
keit zeigt die Gerstenmalzamylase, sie geht bei 61 bis 62°C zugrunde, 
wenig empfindlicher ist die Roggen- und Weizenamylase, sie gehen 
bei 63 bis 64°C zugrunde, die Abtötungstemperatur der anderen Ge- 
treide liegt bei 65 bis 66°C. 

4. In wässeriger Lösung geht die pflanzliche Amylase in einer 
Stunde bei 75°C vollständig zugrunde. 

5. Die Amylasen aus verschiedenen Getreiderassen bzw. Abarten 
oder aus verschiedenem Vermälzungsgrade bzw. verschiedener Kon- 
zentration, aber innerhalb derselben Getreidegattung, zeigen sich bei 
der Optimum-Ionenkonzentration unter dem Einfluß der Temperatur 
ganz gleich, jedoch nur dann, wenn die Amylase nicht in zu großer 
Menge im Vergleich zu der Stärke steht. 

6. Die verzuckernde Wirkung (Kraft) haben wir bei unseren 
Untersuchungen durch Bestimmung der Zuckermenge nach Bertrands 
Methode festgestellt. 
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7. Die wässerigen Malzauszüge, die durch längeres Schütteln 
(mindestens 1 Stunde) dargestellt sind, oberhalb 50°C angewärmt, 
geben einen kräftigen Niederschlag, dagegen die durch kürzeres Schütteln 
dargestellten (30 Minuten) geben solche Niederschläge erst bei einem 
Anwärmen oberhalb 55 bis 60°C. Die Roggenmalzauszüge geben, 
selbst bei einem Anwärmen bis auf 80° C, nur eine opalisierende Trübung. 
Der sich unterhalb 50°C bildende Niederschlag hat keinen Einfluß 
auf die verzuckernde Kraft des Malzauszuges. 


Über die Stickstoffverteilung im 
Kaninchenharn und ihre Abhängigkeit von der Ernährung. 


Von 
Francesco Serio (Catania). 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Universitätsinstituts 
in Wien.) 


(Eingegangen am 13. September 1923.) 


Es ist bekannt, wie sehr die Stickstoffverteilung im Harn bei 
demselben Individuum unter bestimmten Bedingungen beträchtliche 
Abweichungen von der Norm erfahren kann. Es gilt dies insbesondere 
für das Fieber, die Konsumptionskrankheiten, die schweren Schädi- 
gungen der Leber, verschiedene Vergiftungen (Phosphor, Arsen usw.), 
ferner für die Veränderungen in der Zusammensetzung der Kost, be- 
sonders in Beziehung auf den Gehalt derselben an Eiweißkörpern. 
Untersuchungen, welche in diesem Institut über Stickstoffausscheidung 
und Verteilung im Kaninchenharn nach Kälte- und Wärmestich von 
G. Matsuno!) kürzlich ausgeführt worden sind, haben die großen Lücken 
in unserem Wissen hinsichtlich der N-Verteilung im Pflanzenfresser- 
harn dargetan. So bin ich denn auf Veranlassung von Prof. O. Fürth 
daran gegangen, diese Lücken in bezug auf den als Laboratoriumstier 
wichtigsten Pflanzenfresser, das Kaninchen, einigermaßen auszufüllen. 
Es schien das um so mehr geboten, als gewisse Fortschritte, die sich 
kürzlich aus den in diesem Laboratorium ausgeführten Arbeiten von 
G. Revoltella?) ergeben hatten, die mögliche Überwindung mancher 


bisher vorliegender technischer Schwierigkeiten in Aussicht stellten. 
Die in der älteren Literatur über die Zusammensetzung des Kaninchen- 
harns unter normalen Ernährungsbedingungen vorliegenden Angaben sind 
recht spärlich. Die erste systematische Arbeit ist von E. und J. Gaufrelet®) 
im Jahre 1910 veröffentlicht worden. 
Leider beschränkt sich ihre Analyse auf die Bestimmung des Gesamt-N, 
des Harnstoffs, des N H,, der Harnsäure, der Purinbasen, deren Prozent- 


1) Matsuno, diese Zeitschı. 189. 
2) Revoltella, ebendaselbst 182, 336, 349. 
3) E. und J. Goutrelet, C. r. soe, biol. 68, 691. 
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zahlen folgende waren: Harnstoff = 91 Proz., NH, = 0,9 Proz., Harn- 
säure = 0,45 Proz., Purinbasen = 0,7 Proz. Was die Methodik anbelangt, 
so haben diese Autoren den Gesamt-N nach Kjeldahl, den Harnstoff nach 
der Hypobromitmethode mittels des Ureometers von Besmouliere, die 
Purinbasen und den NH, nach Ronchöse, die Harnsäure durch das Ver- 
fahren nach E Gautrelet bestimmt. Weitere eingehende Analysen sind 
nicht zu finden. Hier und da tauchen in der Literatur spärliche Angaben, 
einzelne Bestandteile betreffend, auf, die von verschiedenen Autoren als 
Kontrollversuche bei den Tieren bei normaler Ernährung ausgeführt 
worden sind, wenn das für die Hauptversuche von Interesse war. So fand 
z. B. Joshykawa!) (nach Mörner-Sjöquist) für den Harnstoff 84 bis 89 Proz. 
des Gesamt-N, Schöndorff?) nach der Methode Pflüger- Bleibtreu-Schöndorff 
86,5 Proz., Hijikata?) (Ureasemethode) 88,5 bis 90 Proz., Matsuno (l. c.) 
Werte zwischen 80 und 85 Proz. nach Mörner-Sjöquist, während durch 
das Ureaseverfahren um 10 bis 12 Proz. niedrigere Werte gefunden worden 
sind. Hinsichtlich des NH, fand Hijikata Werte von 0,10 bis 0,20 Proz. 
(nach Krüger-Reich-Schüttenhelm), Underhill und Bogert*) 0,7 bis 0,8 Proz. 
(nach Folin), Fuchs®) 1,1 bis 1,6 Proz. (nach Krüger-Reich). Joshykawa 
0,05 bis 0,25 Proz. (nach Krüger-Reich). Das Gesamtkreatinin wurde von 
Underhill und Bogert in dem Maße von 4,2 bis 6 Proz., von L. B. Mendel 
und W. C. Rose?) von 4,4 bis 7 Proz., von Matsuno von 2 bis 7 Proz. des 
Gesamt-N bestimmt. 

Die Aminosäurebestimmung ergab bei den verschiedenen Forschern 
stark abweichende Resultate. So fand Joshykawa mittels der Formol- 
titration nach Henriques und Sörensen Werte von 0,22 bis 0,44 Proz.; Fuchs 
bekam dagegen durch dieselbe Methode Werte, schwankend zwischen 
2,7 und 4,5 Proz. Nach van Slyke fand Hijikata 0,8 bis 1,1 Proz. 

Was die Veränderungen der N-Verteilung unter dem Einfluß ver- 
schiedener Nahrungsarten anbelangt, so erinnere ich nur an die Arbeiten 
von Schöndorff, der unter solchen Bedingungen den Harnstoff bestimmt 
hat, die von Mendel und Rose hinsichtlich des Kreatinins, von Underhill 
und Bogert in bezug auf die Prozentzahlen des NH,- und Kresatinin-N. 
Andere, wie Hijikata, Fuchs, Matsuno, haben die Unterschiode in der 
N-Verteilung bei fastenden und bei normal ernährten Tieren studiert. 
Mit den Resultaten dieser Autoren werde ich mich später gelegentlich 
meiner eigenen Versuche beschäftigen. 

Meine Versuche gehen darauf hinaus, die verschiedenen stickstoff- 
haltigen Harnbestandteile bei drei Arten von Ernährungsbedingungen zu 
bestimmen, und zwar: 

L bei stickstoffarmer Ernährung, 

2. bei vollständig stickstofffreier Ermährung, 

3. bei stickstoffreicher Ernährung. 

Die angewandte Methodik war folgende: Gesamt-N nach Kjeldahl, 
Harnstoff bestimmt einerseits durch Gärung mittels der Sojabohnenurease 
und andererseits — als Vergleich dazu — nach Mörner-Sjöquist (Modifikation 


1) Joshykawa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 75. 

2) Schöndorff, zit. nach Stupel, Dissertation Würzburg 1910. 

3) Hijikata, Journ. of biol. Chem. 51, 141. 

4) Underhill and Bogert, Journ. of. biol. Chem. 27. 

5) D. Fuchs, Zeitschr. f. Physiol. 69. l 
6) L. B Mendel and W. C. Rose, Journ. of biol. Chem. 10, 213. 


442 F. Serio: 


nach Braunstein), Ammoniak nach Krüger- Reich-Schittenhelm, Aminosäuren 
mittels der Formoltitration (Verfahren nach Revoltella (l. c.), Gesamt- 
kreatinin nach Folin, Harnsäure nach Hopkins-Folin-Shaffer, Allantoin 
nach Wiechowski [Modifikation nach Handowsky!) durch Zurücktitration 
des Hg-Überschusses mit Ammonrhodanat], Hippursäure nach Folin und 
Flanders?), Oxyproteinsäure nach der Methode von Fürth®). Zu den durch 
Gärung erhaltenen Harnstoffwerten wurde die Korrektur von 3,5 Proz. 
nach dem Vorschlage von Revoltella*) angebracht. 


NX-Verteilung bei Grünfütterung. 

Will man alle stickstoffhaltigen Bestandteile des Kaninchenharns 
bestimmen, so begegnet man einem Hindernis, das nicht leicht, vielleicht 
überhaupt nicht zu überwinden ist, nämlich der Gärung des Harnstoffs 
und zum Teil auch verschiedener anderer Substanzen beim Sammeln 
des Harns im Laufe mehrerer Tage, was unvermeidlich ist, um die für 
alle Proben und deren Kontrolle genügende Menge zu erhalten. Man 
hat versucht, diese Gärung durch Zusatz von verschiedenen Mitteln 
zu verhindern, wie Toluol, Chloroform, Thymol, oder durch Aufbe- 
wahrung der einzelnen Portionen im Eisschrank; aber gewöhnlich 
versagen diese Mittel. Um dıesen Hindernissen vorzubeugen, habe 
ich die einzelnen Harnportionen stark sauer gemacht, durch Zusatz 
von HCl im Verhältnis von 1 Proz. Trotzdem ergab die Bestimmung 
des NH, in einem solchen Harn einen Wert von 6,4 Proz. des Gesamt-N, 
während beim frischen Harn desselben Tieres, bei gleicher Ernährung, 
derselbe nur 0,7 Proz. betrug. Selbstverständlich entstand dieser 
vermehrte NH,-N aus einer Gärung des Harnstoffs. Daher werde ich 
nur diesen letzten Wert als richtig annehmen. Das Kaninchen, das 
mir für diese Versuchsreihe diente, befand sich in einem sauber ge- 
haltenen Stoffwechselkäfig und wurde mit Kohl ernährt. 

Die Stickstoffverteilung des Mischharns war die folgende: In 
100 cem Harn waren enthalten: 


Gesamt-N ...... , . 432 mg 
Harnstoff-N (Urease) . . . 320 ,, (korr.) 82,8 Proz. 
Harnstoff-N (Mörner) . . . 341 , 84,9 
NHN: 2 % 2. %% eh s P 0,7 „ 
Aminosäure-N (Formol- 

titrierharnstoff) . .. . 1 ,„ 2.9: Se 
Gesamtkreatinin-N . . . . 33 „ 7,6 , 
Harnsäure-N . . . . . a 5 46 LE =; 
Allantoin-N. . . ......19 „ 4,4 „, 
Hippursäure-N . ..... 9, 2,1 , 
Oxyproteinsäure-N. . . . . 3 „ 0,7 „ 








101,9 Proz. 


1) Handowsky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 1914. 

2) O. Folin and Fr. Flanders, Journ. of biol. Chem. 11. 
3) O. Fürth, diese Zeitschr. 69, 448, 1915. 

t) Revoltella (noch nicht veröffentlicht). 
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In der Tabelle II sind die Resultate 
dieser Versuche angegeben. 
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N-Verteilung beim Kaninchen bei Milchdiät. 


Ein Kaninchen, 1780 g schwer, wie gewöhnlich in einem Stoff- 
wechselkäfig gehalten, wurde zu diesem Zwecke mit einer täglichen 
Menge von 150 g Milch, der 100 g Zucker, um die notwendigen 130 Ka- 
lorien zu erreichen, zugesetzt worden waren, ernährt. Der Gebrauch 
der Schlundsonde zeigte sich schon vom ersten Tage als nicht notwendig, 
weil das Tier die verabreichte Menge Milch vollständig zu sich nahm. 
Jeden Tag wurden einige Kubikzentimeter Milch zurückgehalten und 
ein Teil von diesem Gemisch wurde auf N untersucht. Der N-Gehalt 
von 150g Mischmilch betrug 769mg. Auch der Kot wurde gesammelt, 
getrocknet und am Ende der Versuchsreihe von einem Teil desselben 
eine N-Bestimmung gemacht. Als Ergebnis der Analyse ergab sich 
ein täglicher N-Verlust durch den Darm von 37 mg. Gelegentlich 
dieser Versuchsreihe, da eine genügende Harnmenge vorhanden war, 
habe ich außer dem Gesamt-N, Harnstoff, NH, und Aminosäuren 
auch das Gesamtkreatinin und das Allantoin bestimmt. Da die Diurese 
bei dieser Kostart ziemlich reichlich war, habe ich jeden Tag einen 
Teil des Harns aufbewahrt. Aus diesem Mischharn habe ich am Ende 
der Versuchsreihe eine Bestimmung der gesamten stickstoffhaltigen 
Harnbestandteile ausgeführt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in 
der Übersichtstabelle III zusammengefaßt. 

Da bei dem Mischharn der Harnstoff trotz Toluolzusatz vergoren 
war, gebe ich in einer einzigen Zahl den Wert Harnstoff + NH, zu- 
sammen an. 

In 100 ccm waren enthalten: 

Gesamt-N . . . 2.22.22... 522 mg 

Harnstoff + NH,-N (Urease) . 452 ,, 89,5 Proz. 
Harnstoff + NH,-N (Mörner) . 469 , 89,8 
Aminosäure-N (Formoltitrier- 


hamstoff) . . . . 2 2 202. 13 ,, 2,4 ,, 

Gesamtkreatinin-N . ..... 20 „ 3,8 „ 

Harnsäure-N . . . . 2.2.2.0. 2:55 0,4 ,„ 

Allantoin-N. . . 2. 2 2 2 2.0. 18 ,, 3,4 ,, 

Hippursäure-N . . ...... 13 „ 2,4 ,„ 

Oxyproteinsäure-N. . . .... 5 - 0,9 „ 
102,8 Proz. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 
I. 
Vergleichen wir zunächst unsere Harnstoffwerte des normalen Ka- 
ninchens mit den von anderen Forschern, die sich mit solchen Versuchen 


beschäftigt haben, ermittelten, so sehen wir, daß der von uns angegebene 
Prozentgehalt niedriger ist als der von Schöndorff!) (86,5 Proz.), Hijikata !) 


1) l.c. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. 30 
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(89 Proz.), Joshykawa!) (84 bis 89 Proz.), @outrelet!) (91 Proz.), stimmt 
hingegen recht gut mit dem von Matsuno!) erhaltenen Werte. Die Ursache 
der so stark voneinander abweichenden Resultate ist zum Teil in der Ver- 
schiedenheit der angewendeten Bestimmungsmethoden zu suchen. Das 
trifft insbesondere zu z. B. für die Resultate von Schöndorff, der mit der 
von ihm modifizierten Methode von Pflüger- Bleibtreu gearbeitet hat, welche 
bekanntlich zu hohe Werte ergibt, weil durch dieses Verfahren mindestens 
ein Teil der Oxyproteinsäure, das Kreatin und das Allantoin als Harnstoff 
mitbestimmt werden. E. und J. Goutrelet haben mit der Hypobromit- 
methode, gegen die schon seit langem eine Menge Einwände gemacht. 
worden sind, gearbeitet. So hat man schon erprobt, daß trotz der ver- 
schiedenen Bestimmungsapparate bei dieser Methode die Reaktion einer- 
seits nicht quantitativ erfolgt, andererseits werden auch andere stickstoff- 
haltige Substanzen mitbestimmt, und zwar NH, und Harnsäure (Ronch£se), 
ein geringer Teil des Kreatinins, das Allantoin und die Oxyproteinsäure. 
Der einzige, der in seinen Versuchen von der Ureasemethode Gebrauch 
gemacht hat, ist Hijikata, dessen Harnstoffwerte (89 Proz.) — die noch 
höher wären, wenn wir bei diesen die Korrektur von 3,5 Proz. nach Revoltella 
anbrächten — ich nicht bestätigen kann. 

Meine NH,-Werte stimmen ziemlich gut mit denen von Gaufrelet, 
Underhill und Bogert überein, sind dagegen um die Hälfte kleiner als die 
von Fuchs (1,36 Proz.). 

Die für die Aminosäuren bzw. formoltitrierten Substanzen von mir 
gefundenen Werte liegen zwischen denen von Fuchs, der als geringste 
Zahl 2,7 Proz. findet, und jenen von Hijikata (1,1 Proz.). Übereinstimmend 
sind auch die Kreatininwerte mit denjenigen von Mendel und Rose, Underhill 
und Bogert. Der Allantoinquotient wurde von Stransky?) etwas höher als 
von mir bestimmt, und zwar zu 7,5 bis 9 Proz. des Gesamt-N. Über den 
Harnsäure- und Oxyproteinsäurequotient habe ich in der Literatur keine 
diesbezüglichen Angaben gefunden. 


II. 

Bei der Besprechung der Versuchsergebnisse bei den Kaninchen, 
die unter verschiedenen Ernährungsbedingungen gehalten worden waren, 
wenden wir zuerst unsere Aufmerksamkeit der Gesamt-N - Ausscheidung 
zu. Bei meinen drei Tieren stand die gesamte N-Ausscheidung im 
Einklang mit den Schwankungen des Körpergewichts und daher mit 
der Zusammensetzung der Nahrung. Das erste Kaninchen bekam eine 
stickstoffarme Kost, verlor sehr langsam an Gewicht und zeigte täglich 
eine ziemlich konstante N-Ausscheidung. 

Das zweite, das bei stickstofffreier Diät gehalten wurde, büßte 
sehr rasch sein Körpergewicht ein. Seine N-Bilanz war deswegen 
negativ und die Menge des ausgeschiedenen N nahm von Tag zu Tag 
ab. Das dritte Tier, das eine stickstoffreiche Nahrung bekam, zeigte 
eine positive N-Bilanz und nahm an Gewicht zu. 


Gelegentlich der N-Ausscheidung des zweiten Tieres scheint mir eine 
kurze Besprechung der vielumstrittenen Frage der prämortalen N -Steigerung 


le. 
2) Stransky, diese Zeitschr. 188. 
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angebracht und gerade deshalb, weil für diesen Fall einige Bemerkungen 
vielleicht von Interesse sein können. Nach den alten Anschauungen der 
Vortschen Schule (die in den alten Lehrbüchern von Neumeister, v. Bunge, 
Hammarsten Ausdruck finden) ist die prämortale N-Steigerung bei fastenden 
Tieren oder bei Tieren mit unzureichender Eiweiß- und Kohlehydratdiät 
dadurch bedingt, daß während des Hungers zuerst das Glykogen, dann 
die Reservefette des Körpers verbrannt werden; wenn diese vollständig 
verzehrt sind, dann erst wird das Eiweiß der Zellen angegriffen. Zahlreiche 
Versuche haben aber nachgewiesen, daß dieser Begriff nicht genau der 
Wahrheit entspricht, weil man bei verschiedenen Tieren, die infolge lang- 
dauernden Fastens zugrunde gegangen sind, noch beträchtliche Mengen 
Fett im Mesenterium, in den verschiedenen Organen und in dem Unterhaut- 
bindegewebe gefunden hat. Auch bei den Tieren, bei denen makroskopisch 
kein Fett nachweisbar war, hat die chemische Analyse gezeigt, daß die 
Trockensubstanz noch 2 bis 3 Proz. Fett enthielt. Vielleicht sind diese 
Zahlen auch als zu niedrig zu beurteilen, da die damaligen (1899) Extrak- 
tionsmethoden noch ziemlich unvollkommen waren. 

Angesichts dieser Tatsachen haben Erw. Voit und seine Schule!) die 
oben erwähnte Theorie in dem Sinne geändert, daß der Fettmangel nicht 
als ein absoluter, sondern als ein relativer zu betrachten ist, d. h. daß das 
Fett, welches eiweißschützend wirkt, nicht das in den Fettreservoiren des 
Körpers abgelagerte Fett, sondern das aus den Reservoiren abgeschmolzene 
und in dem Säftestrom der Zellen zirkulierende Fett ist. Diese zirkulierende 
Fettmenge steht nicht direkt im Verhältnis zu der in den Reservoiren 
befindlichen; je geringer die Fettmenge in den Reservoiren, desto weniger 
Fett gelangt in die Zirkulation. Ist infolge Hungers der Fettgehalt des 
Körpers bis auf eine bestimmte Grenze gesunken, so ergänzt sich der Verlust 
des zirkulierenden Fettes nicht mehr so leicht, wenn auch noch Fett in 
Reservoiren vorhanden ist; es nimmt dann die Fettzersetzung ab und die 
Eiweißzersetzung beginnt zu steigen. So bildet sich die prämortale N- 
Steigerung aus. Im Gegensatz dazu meint Schulz?), daß die Ursache der 
prämortalen N-Steigerung weder in einem absoluten noch in einem relativen 
Fettmangel zu suchen sei, sondern sie sei durch die Unfähigkeit der durch 
die Unterernährung geschädigten Körperzellen, stickstofffreie Substanzen 
umzusetzen, bedingt. Die so tief geschädigten Zellen sind nicht mehr 
imstande, sich zu erholen, und fallen daher dem Tode anheim. Dann wird 
das Zelleneiweiß leichter angreifbar sein als das Fett, und dadurch wird 
eine vermehrte N-Ausscheidung verursacht. Gegen diese Ansicht erwidert 
die Münchener Schule, daß es unwahrscheinlich scheint, daß die Körper- 
zellen, wenn sie einen Teil der eigenen Eiweißkörper eingebüßt haben, 
absterben. Vor dem Absterben der einzelnen Zellen hört die Tätigkeit 
des gesamten Organismus auf, da durch die verminderte Zersetzung nicht 
mehr genügende Energie für die Wärmebewegung, Atem- und Herz- 
bewegung usw. geliefert wird. Ferner beginnt in einigen Fällen die N- 
Steigerung schon bei einem sehr geringfügigen Verlust an Eiweiß und 
währt längere Zeit. 

So weit die Angaben der Literatur! Fragen wir uns jetzt, wie 
sich auf Grund derselben die Resultate unserer Versuche erklären lassen. 


Zuerst kann man beim Versuchstiere Tabelle II weder von Hunger 


1) Erw. Voit, Zeitschr. f. Biol. 41; M. Kaufmann, ebendaselbst. 
23) Fr. Schulz, ebendaselbst; Pflügers Arch. f. Physiol. 114. 
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noch von unzureichender Nahrung in absolutem Sinne sprechen, da 
es täglich die notwendige Menge von Kalorien zu sich genommen hat. 
Wenn es sich bei diesem Tiere um eine Einschränkung in der Nahrung 
handelte, so betraf sie nur die stickstoffhaltige Kost. Unter diesen 
Bedingungen verhielt sich das Tier in bezug auf seine N-Bilanz ganz 
genau so wie ein Hungertier. Der einzige Unterschied war der, daß 
die prämortale N-Steigerung erst nach 21 Tagen eintrat, während 
dieselbe bei Hungertieren in der Regel am Ende der ersten oder längstens 
Mitte der zweiten Woche aufzutreten pflegt. Das Tier schien eine 
solche künstliche Ernährung ziemlich gut zu vertragen. Erst in den 
letzten Lebenstagen, da bereits ausgesprochene Kachexie eingetreten 
war, konnte man Durchfall bemerken. 

Ich glaube, daß in diesem Falle von einem Fettmangel, auch von 
einem relativen, kaum die Rede sein kann. Das Tier, das sich in einem 
ganz guten Ernährungszustande befand, hatte außer dem eigenen 
Reservefett die mit der Kost täglich verabreichte Menge Fett und 
Kohlehydrate zur Verfügung. Wenn bei dem Tiere die Möglichkeit, 
das zugeführte Brennmaterial zu verwerten, bestanden hätte, so müßte 
nach einer kurzen Periode, die durch größeren N-Verlust charakterisiert 
ist, seine tägliche N-Ausscheidung die Abnutzungsquote nicht über- 
schreiten und der Tod infolge zunehmender Kachexie eintreten. Das 
ist aber bei meinen Versuchen nicht der Fall. Es scheint mir daher 
die Annahme berechtigt, daß nach den ersten Versuchstagen eine 
solche Schädigung der Körperzellen eingetreten war, daß diesen die 
Ausnutzung von Fetten und von Kohlehydraten nicht mehr möglich 
war. Ob diese so rasch eintretende Schädigung der Körperzellen bei 
einer solchen Diät der Regel entspricht oder einen Ausnahmefall dar- 
stellt, möchte ich dahingestellt sein lassen. In der Literatur sind darüber 
allzu spärliche Angaben zu finden. Ohne Zweifel aber ist eine solche 
Reaktion auf Eiweißentziehung häufiger bei Kaninchen als bei Hunden. 
Als Stütze für diese Annahme möchte ich an die Befunde verschiedener 
pathologischer Anatomen erinnern, die bei Tieren und Menschen, 
welche an Hunger gestorben sind, in den parenchymatösen Organen, 
besonders in der Leber, sowie in den Muskeln, die verschiedensten 
degenerativen Veränderungen, besonders Fettentartung, nachweisen 
konnten. Es ist begreiflich, daß solche degenerierten Zellelemente 
die Fähigkeit, Kohlehydrate und Fette zu verbrennen, eingebüßt 
haben und selbst der Nekrose anheimfallen. 


HI. 
Betrachten wir nun die einzelnen stickstoffhaltigen Harnbestand- 
teile, so sehen wir, daß der Harnstoffquotient bei den Fällen I und II 
eine Erniedrigung, bei dem Falle III eine Erhöhung erfahren hat. 





N-Verteilung im Kaninchenharn usw. 449 


Dasselbe haben zahlreiche Forscher beim Hunde beobachtet 
[Schöndorff!), Oesterberg und Wolf?), Have und Hawke?) usw.]; die 
Schwankungen der Harnstoffprozente aber sind bei den oben genannten 
Autoren viel beträchtlicher als bei uns. So sank bei einem Hunde von 
Oesterberg und Wolf der Harnstoff von % bis auf 46 Proz., bei einem 
von Have und Hawke von 93 auf 63 Proz. Vielleicht ist diese Ver- 
schiedenheit der Befunde auf eine besondere Empfindlichkeit der 
Fleischfresser gegen Eiweißentziehung zurückzuführen. 

Beim Menschen sah Folin*) bei möglichster Einschränkung des 
Eiweißstoffwechsels durch Verabreichung einer Stärke-Rahmkost den 
Harnstoff-N bis auf 58 Proz. des Gesamt-N absinken. Bei einem 
Irrsinnigen, der fast gar keine Nahrung zu sich nahm, hat Folin nur 
15 Proz., der Gesamt-N als Harnstoff, 40 Proz. als Ammoniak gefunden. 

Bei Kaninchen hingegen, sowohl bei fastenden (Matsuno, Joshikawa), 
wie bei Tieren mit stickstoffarmer oder stickstofffreier Diät (Schöndorff), 
hat man beständig eine Erhöhung des Harnstoffquotienten gefunden. 
Hijikata hat zwischen fastenden und bei gemischter Kost gehaltenen 
Kaninchen keinen Unterschied nachweisen können. Bei den Tieren 
mit stickstoffreicher Ernährung finden die Autoren sowohl beim Hunde 
wie beim Kaninchen einstimmig eine Vergrößerung des Harnstoff- 
quotienten. Während sich die Resultate von Schöndorff aus seiner 
Methode erklären, die außer dem Harnstoff verschiedene andere Sub- 
stanzen — welche bei fastenden Tieren einer Vermehrung fähig sind — 
mitbestimmt, kommt bei der Vergleichung meiner Befunde mit denen 
von Joshykawa und von Matsuno, die gleich mir die Mörner-Sjögquistsche 
Methode angewendet haben, diese Fehlerquelle nicht in Betracht. 

Erwähnenswert scheint mir noch das Verhalten der Unterschiede 
bei der Harnstoffbestimmung zwischen den Werten, welche man durch 
die Ureasemethode (korrigiert) einerseits und durch das von Mörner- 
Sjöquist angegebene Verfahren andererseits bekommt. Das letztere ergibt 
immer höhere Werte. Man kann im allgemeinen sagen, daß die Diffe- 
renzen desto größer sind, je niedriger der Harnstoffquotient ist. So 
z. B. in der Tabelle I finden wir die folgenden Werte: 66,8 Proz. (Urease), 
76,8 Proz. (Mörner), Differenz 10 Proz.; in der Tabelle II: 72,5 Proz. 
(Urease), 80 Proz. (Mörner), Differenz 7,5 Proz.; in der Tabelle III: 
82,6 Proz. (Urease), 84,8 Proz. (Mörner), Differenz 2,2 Proz. Solche 
starke Unterschiede können nur darin eine Erklärung finden, daß bei 
den verschiedenen Zuständen die Mengen der stickstoffhaltigen Harn- 
bestandieile wechseln, die eben durch diese Methode als Harnstoff 


1) Schöndorff, Pflügers Arch. f. Physiol. 117, 256. 

2) E. Oesterberg und Ch. Wolf, diese Zeitschr. 5 u. 85. 
3) Have und Hawke, zit. nach Oesterberg. 

+) O. Folin, Amer. Journ. of Phys. 18. 
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mitbestimmt werden. Als solche gelten Allantoın, das Kreatinin und 
die Hippursäure. Schon vor längerer Zeit hat Poduschka!) nachgewiesen, 
daß es durch das Verfahren von Mörner-Sjöguist möglich ist, reine 
wässerige Allantoinlösungen quantitativ zu bestimmen. Schöndorff?) 
fand seinerseits, daß das Allantoin durch Erhitzen auf 150° mit kon- 
zentrierter Phosphorsäure seinen ganzen N als NH, liefert, während 
von dem Kreatinin nur ein Viertel und von der Hippursäure nur Spuren 
von N abgespalten werden. Es ist aber auch sicher, daß bei der Destil- 
lation in Gegenwart von starker Natronlauge aus dem Kreatinin und 
der Hippursäure noch weiter N abgespalten wird. Hingegen hat Po- 
duschka gezeigt, daß sich aus Harnlösungen des Allantoins dieses nur 
zum Teil durch das Alkohol-Äthergemisch wiedergewinnen läßt. Es 
scheint, daß die anderen Harnelemente die Fällung des Allantoins 
erleichtern. Im Harn von Tieren bei stickstofffreier Nahrung hat 
Wiechowski?) eine beträchtliche Vermehrung der Allantoinausscheidung 
(8 Proz. des Gesamt-N) gefunden. Auch das Kreatinin erfährt beim 
Hunger oder bei stickstofffreier Fütterung eine Steigerung. Mendel 
und Roset) haben bei Kaninchen, die bei ausschließlicher Kohlehydrat- 
nahrung gehalten wurden, eine starke Vermehrung des Kreatiningehaltes 
des Harns, der 12 bis 13 Proz., sogar 32,5 Proz. des Gesamt-N erreichte, 
gefunden. Parallel mit dieser Steigerung ging eine Erhöhung des 
Kreatingehaltes der Muskeln einher. Hingegen haben noch diese Autoren 
gefunden, daß bei Tieren mit ausschließlicher Fettfütterung sowie 
bei Hungertieren die Kreatininausscheidung eine viel geringere ist 
(4 bis 9 Proz.) [Mendel und Rose®), Underhill®) Underhill und Bogert”)). 
Bezüglich einer Vermehrung der Hippursäure unter solchen Bedin- 
gungen habe ich keine Angaben in der Literatur finden können. Aus 
dem Obigen et, es leicht verständlich, daß die Steigerung des Allantoins- 
und Kreatiningehaltes des Harns bei der Harnstoffbestimmung zu 
einem vergrößerten Unterschied zwischen den Resultaten beider 
Methoden führen muß, und derselbe desto größer sein wird, je kohle- 
hydratreicher das Futter ist. So kann man sich erklären, daß bei dem 
ersten Kaninchen (Kartoffelfütterung) die Differenz Mörner— Urease 
größer als bei dem zweiten (Öl-Zuckeremulsion) war. 


Bezüglich des Unterschiedes zwischen den Mörner- und Urease- 
werten ist bei dem Kaninchen II noch eine interessante Beobachtung 


1) R. Poduschke, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 44. 

2) Schöndorff, Pflügers Arch. f. Physiol. 62, 48. 

3) Wiechowski, in Neubauer-Hussert, Die Analyse des Harns. 

4) L. B. Mendel and W. C. Rose, Journ. of biol. Chem. 10, 235. 
5) Dieselben, Le 

6) F. V. Underhill, Journ. of biol. Chem. 27. 
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gemacht worden, d. h. daß dieser Unterschied in den letzten Lebens- 
tagen des Tieres abnimmt und bei der prämortalen N-Steigerung, wie 
bereits Matsuno (l.c.) gefunden hat, beinahe verschwindet. Es ist wahr- 
scheinlich, daß während der äußersten prämortalen Kachexie auch 
die Bildung oder die Ausscheidung jener Substanzen, die durch die 
Mörnersche Methode mitbestimmt werden, aufhört oder auf ein Minimum 
sinkt. Diesbezüglich sind in der Literatur nur Angaben über die Krea- 
tininausscheidung zu finden. Versuche von amerikanischen Forschern 
haben gezeigt, daß während der letzten Lebenstage eines Hungertieres 
oder eines nur mit Fett gefütterten Tieres, besonders bei der prä- 
mortalen N-Steigerung, die Menge des ausgeschiedenen Kreatinins 
sinkt und auch verschwinden kann, während die Krestinausscheidung 
zunimmt. Bezüglich des Allantoins wissen wir nichts Bestimmtes; 
es ist aber nicht unwahrscheinlich, daß etwas Ähnliches auch mit dieser 
Substanz geschieht, d. h. daß in der stürmischen prämortalen N-Aus- 
scheidung die Purinkörper ihren Metebolismus nicht vollenden, ihre 
Spaltung nicht bis zur letzten Stufe — das Allantoin — geht, sie viel- 
mehr in einem früheren Stadium ausgeschieden werden. 


In enger Beziehung zu der Harnstoffausscheidung steht das 
Ammoniak. 


Bei den verschiedensten pathologischen Zuständen, wo eine Ver- 
minderung des Harnstoffquotienten zu bemerken ist, findet man fast 
regelmäßig eine Vermehrung des NH,. Dies tritt bei schweren Leber- 
schädigungen, bei Schwangerschaft usw. ein. Das ist auch bei unseren 
Versuchen in geringem Umfange der Fall. Das zweite Kaninchen 
zeigte besonders eine merkliche und fortschreitende Steigerung des 
N H,- Quotienten, besonders ausgesprochen bei der prämortalen N- 
Steigerung. Bei dem mit Milch gefütterten Kaninchen hingegen war 
eine solche Steigerung nicht nachweisbar. Nur eine Probe hat einen 
N H,- Quotienten von 4,3 Proz. gegeben, aber es ist in diesem Falle 
möglich, daß der Harn, der durch 24 Stunden unter Toluolzusatz auf- 
bewahrt worden war, schon etwas vergoren war. Dieselben Resultate 
haben Underhill und Bogert bei Kaninchen bei stickstoffarmer Fütterung, 
und Mendel und Rose und Fuchs bei fastenden Tieren gefunden. Joshy- 
kawa, Hijikata finden im Gegenteil so kleine Unterschiede, daß von 
einer Steigerung des NH,-Quotienten kaum die Rede sein kann. Seit 
langem hat man eine vermehrte NH,-Bildung als Ausdruck einer 
Azidosis des Organismus angesehen, weil man diese vermehrte NH,- 
Ausscheidung in jenen Zuständen nachgewiesen hat, die mit einer 
gesteigerten Cu einhergehen. Als solche sind das Fieber, die neoplastische 
Kachexie, der Hunger, die Schwangerschaft usw. zu betrachten. Die 
Beziehungen zwischen den verschiedenen Ernährungsarten und die 
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H-Ionenkonzentration haben Hasselbach und seine Mitarbeiter!) klar- 
gelegt. Sie haben nämlich gefunden, daß eine kohlehydratreiche Diät 
(besonders eine solche ausschließlich aus Kohlehydraten und Fett 
bestehende) die H-Ionenkonzentration herabsetzt, während eine Fleisch- 
diät dieselbe zu steigern vermag. 

Auch bei Kaninchen war dieselbe Regel gültig, und zwar je kohle- 
hydratreicher die Kost, desto kleiner die Cu und daher die NH,-Aus- 
scheidung. Ferner hat derselbe Autor nachweisen können, daß sich 
bei Menschen im Zustande von chronischer Unterernährung, auch 
wenn die Diät eine gemischte war, ein saurer Harn mit gesteigerter 
NH,-Zahl zeigte. 

Bereits ältere Versuche des sSchmiedebergschen Laboratoriums 
haben gezeigt, daß Fleischfresser einen höheren Grad von Säure- 
festigkeit besitzen als Pflanzenfresser, offenbar, weil sie viel leichter 
imstande sind, Ammoniak zum Schutze gegen die Säure zu mobilisieren. 

Wollen wir nun unsere Resultate auf Grund dieser Versuche 
beurteilen, so sehen wir, daß unsere zwei Fälle, trotzdem die Diät aus 
Kohlehydrat und Fett bestanden hat, immerhin eine merkliche Azidosis 
gezeigt haben. Unsere Tiere haben sich immer wie Hungertiere ver- 
halten, und daher ist diese Azidosis, wie auch Underhill und Bogert 
gelegentlich der Kreatininausscheidung bei Kaninchen bei Korn- 
fütterung beobachtet haben, als Ausdruck einer Unterernährung zu 
beurteilen. 

Die Ausscheidung der Aminosäuren (formoltitrierbare Substanzen) 
scheint von der stickstoffarmen bzw. stickstofffreien Diät nicht be- 
einflußt zu werden. Hingegen erfahren dieselben bei der. Milchdiät 
eine Erniedrigung. Auch Fuchs, Hijikata, Joshykawa haben bei fastenden 
Kaninchen fast die gleichen Aminosäurewerte wie bei Kaninchen mit 
normaler Fütterung gefunden. 

Die Allantoinausscheidung des Tieres bei Milchdiät war niedriger 
als normalerweise. Dieser Befund steht in Zusammenhang mit der 
Ernährung, da dieselbe als praktisch purinfrei zu betrachten und daher 
die Allantoinausscheidung auf den endogenen Ursprung beschränkt 
ist. Das Vorhandensein von Allantoin in dem Harn, der durch 20 Tage 
portionsweise gesammelt wurde und der durch die Gärung des Harn- 
stoffes bereits stark alkalisch war, und zwar in demselben Verhältnis 
wie bei den einzelnen Tagesportionen, zeigt, daß die von Wiechowskt 
und Stransky (l.c.) beobachtete Allantoinzerstörung im Harn unter 
Öxalsäurebildung unter Umständen auch im alkalischen Harn aus- 
bleiben kann. 


1) Hasselbach und Gammeltoff, diese Zeitschr. 68, 206; Hasselbach, 
ebendaselbst 46 u. 74. 
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Ähnlich wie das Allantoin verhält sich die Harnsäure, die bei 
Milchdiät abnimmt. Das Gesamtkreatinin, die Hippur- und Oxy- 
proteinsäure zeigen in ihrer Ausscheidung keine Abweichung von 
der Norm. 


Zusammenfassung. 


1. Kaninchen mit stickstoffarmer bzw. stickstofffreier, aber fett- 
reicher Nahrung gefüttert, verhalten sich hinsichtlich der N-Verteilung 
genau so wie Hungertiere. 

2. Bei einer solchen Ernährung sinkt der Harnstoffquotient, während 
die NH,-Zahl ansteigt. Die mäßige Steigerung des NH,-Zahl ist als 
Ausdruck einer Azidosis infolge Unterernährung zu beurteilen. Bei 
der stickstoffreichen Nahrung steigt der Harnstoffquotient, während 
die NH,-Zahl die gleiche bleibt. 

3. Die Ausscheidung der Aminosäuren wird von stickstoffarmer 
bzw. stickstofffreier Diät nicht beeinflußt. Bei der Milchdiät erfährt 
dieselbe eine Erniedrigung. 

4. Die Harnstoffbestimmung im Kaninchenharn nach der Urease- 
methode pflegt wesentlich niedrigere Werte zu ergeben als die Be- 
stimmung nach Mörner-Sjöquist. Dieser Unterschied tritt um so deut- 
licher zutage, ein je niedrigerer Bruchteil des Gesamt-N als Harnstoff 
auftritt. Bei der prämortalen N-Steigerung verwischt sich derselbe. 
Er ist geringer bei stickstoffreicher Ernährung (Milchfütterung). Dieser 
Unterschied erscheint durch die Ausscheidung von Harnbestandteilen 
bedingt, welche im Anfangsstadium des Hungers reichlich, bei Milch- 
fütterung sowie im Stadium der prämortalen N-Steigerung aber spärlich 
auftreten. Als solche dürften in erster Linie das Allantoin und das 
Kreatinin in Betracht kommen. 


Über den Einfluß des Sauerstoffes auf die 
assimilatorische und dissimilatorische Tätigkeit der Hefe. 


III. Teil. 
Verhalten zugesetzten Alkohols in Hefesuspensionen. 


Von 
Harry Lundin. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitäts- 
instituts.) 


(Eingegangen am 13. September 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 
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Gegenüberstellung der Ergebnisse bei der Assimilation von direkt 
zugesetztem Alkohol ie SE und von Alkohol in statu nascendi 
(Tet amd II). 2. E e ere E E ee . . . . 462 


In zwei früheren a haben wir die Assimilations- und 
Dissimilationsvorgänge, die eintreten, wenn Zuckerarten zu einer 
Suspension von Preßhefe in Wasser gesetzt werden, verfolgt. Wir haben 
dabei nur das Verhalten von (aus dem Zucker gebildetem) Äthylalkohol 
in statu nascendi untersucht, einerseits, wenn nur der Luftsauerstoff zu 
der Versuchssuspension Zutritt hat, und andererseits, wenn eine 
Sauerstoffschüttelung derselben vorgenommen wird. 

In den vorliegenden Versuchen haben wir uns festzustellen bemüht, 
wie sich zu einer Suspension von Hefe in Wasser direkt zugeseizier 
Äthylalkohol verhält. Die verwendete Versuchsmethodik war dieselbe. 
wie die in den Teilen I und II (s. die früheren Mitteilungen) benutzte. 


1) Diese Zeitschr. 141, 310 und 342, 1923. 
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Literaturangaben über die Assimilierbarkeit des Alkohols. 


Laurent!) stellte 1890 eine eingehende Prüfung derjenigen Substanzen, 
die für die Hefe als Kohlenstoffnahrung verwendbar und nicht verwendbar 
sind, an. Er fand dabei, daß unter anderen Substanzen Äthylalkohol nicht 
assimilierbar ist. P. Lindner hat die meisten Versuche über die Assimilier- 
barkeit des Alkohols ausgeführt. 19122) konnte er berichten, daß Äthyl- 
alkohol ein mehr oder weniger ausgezeichneter Nährstoff für verschiedene 
Pilze ist. Das Wachstum mancher Hefen, besonders Kulturhefen, war 
in Alkohol kräftiger als in den Zuckerarten. F. Ehrlich?) ließ Tyrosin- 
lösungen in Gegenwart verschiedener Stoffe vergären und erhielt bei An- 
wendung wilder Hefe unter Zusatz von Äthylalkohol auffallend gute Hefe- 
ernten. Lindner *) bezeichnet den Alkohol als Grundsubstanz für Fett. 
Fettbildner ziehen Alkohol lebhaft an und synthetisieren ihn in Gegenwart 
von Sauerstoff zu Fett. Nicht-Fettbildner verwenden ihn zum Aufbau 
der Zellen und des Plasmas aber nur bei Sauerstoffzutritt®) (Lindner). 
Je kärglicher die N-Nahrung ist, desto langsamer wird die Sprossung 
und desto stärker die Verfettung. Wenn die Zellen in lufthaltiger Lösung 
sehr vereinzelt liegen, können sie sich mit Sauerstoff reichlich versehen 
und geben den Alkohol nicht erst an die Lösung ab, sondern verarbeiten 
ihn gleich. Sind die Zellen aber nahe aneinander gelagert, sproßt die Hefe, 
aber Fett wird nicht: mehr gebildet. Alkohol ist ausgezeichnet geeignet 
zur Bildung von Fett in der Hefe und kann ein wichtiger Baustein für die 
Zelle werden. Die Behauptung von Trier, daß der Alkohol lediglich wie 
ein Exkrement ausgestoßen wird, ist falsch ®). Bokorny?) machte wiederholt 
Versuche, um Fett aus Zucker (durch Vergärung) in Preßhefe zu gewinnen. 
Er konnte aber keine bedeutende Bildung konstatieren. Reiche Sauerstoff- 
zufuhr ergab keine Erhöhung, und er gelangte zu dem Resultat, daß die 
Preßhefe für eine Fettbildung nicht günstig ist. Als ausgiebige Stickstoff- 
quelle verwendete er Pepton, Harn und Ammonsulfat. Lindner?!) fand 
dagegen, daß Preßhefe bei reichlichem Luftzutritt Alkohol unter Bildung 
von Fett assimiliert; am besten in mineralischer Nährlösung mit karger 
Stickstoffquelle. Alkoholdämpfe werden von Zellen, die ohne Nährlösung 
auf Glasplatten ausgebreitet sind, assimiliert. 


Zusammenfassend können wir sagen, daß die Assimtlierbarkeit 
des Alkohols zu Bestandteilen der Zelle und des Plasmas und zu Feti 
konstatiert worden ist. Die Assimilation verläuft nur in Gegenwart von 
Sauerstoff; je kärglicher die N-Nahrung ist, desto langsamer wird die 
Sprossung und desto stärker die Verfettung. 


1) E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

2) P. Lindner und Cziser, Wochenschr. f. Brauerei 29, 1, 1912. 

3) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 86, 47, 1911. 

1) P. Lindner, Zeitschr. f. techn. Biol. 9, 100 — 107; C. 1921, III, S. 961. 

5) Derselbe, Zeitschr. f. angew. Chem. 85, 110—114; C. 1922, I, S. 113. 

6) Derselbe, Ber. d. deutsch. botan. Ges., 37. Generalversammlungs- 
heft, S. 34 — 40. 

71) Th. Bokorny, diese Zeitschr. 75, 346—375, 1916; Botan. Zentralbl. 
85, 1. Abt., S. 171—181, 1918. 

8) P. Lindner, Zeitschr. f. techn. Biol. 7, 68—78, 1919; C. 1920, I, S. 430. 
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Versuch 1, 2 und 8. 


Versuchsdaten. 


A. Hauptproben. 50 g Preßhefe und 490 cem destillierten Wassers und 
10 cem 96proz. Alkohollösung (7,6 g) = 535 cem Totalvolumen wurden im 
Sauerstoffstrom während der unten angegebenen Zeiten geschüttelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Trockensubstanz der verwendeten Hefe rund 25 Proz. 

Totale Versuchszeit: 


Versuch 1. . . . . 9,3 Stunden. 
a: 2. .... 80 ap 
be 3... . . 23,0 = 


Die entwickelte Kohlensäure wurde wie vorher (s. Teil I) in drei Baryt- 
vorlagen aufgefangen. In verschiedenen Stadien der Versuche wurde 
der Alkoholgehalt wie vorher nach Nicloux bestimmt. Er betrug in: 


Versuch 1 nach 9,3 Stunden `, . . . . 5,6g 
an 2 R We en... 6,4g 

o 3 „ 8 S 2.2.2. 320g 

„ 15 ge Se ee Ar ER 

vn 23 si so ar OL 


Von dem Sauerstoffstrom wird kein Alkohol in den Vorlagen mit- 
gerissen. Die Ziffern beziehen sich auf das ursprüngliche Volumen (535 cem) 
der Versuchssuspension. 


B. Blindproben. 50g Preßhefe und 500 ccm destillierten Wassers 
= 535 ccm Totalvolumen wurden genau so wie die Hauptprobe behandelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Wenn wir die in den Blindproben gefundenen Kohlensäuremengen 
von denjenigen der Hauptproben abziehen, bekommen wir die Kohlen- 
säurequantitäten, die auf Rechnung des zugesetzten Alkohols zu schreiben 
sind. 

Die aus dem Alkohol oder dessen Umwandlungsprodukten gebildete 
Kohlensäure betrug in: 


Versuch 1 nach 1,15 Stunden. . . . . . 0, 01g 
an 5,45 Se total. . . O,71g 
an 9,30 i3 » >. . 145g 

Versuch 2 nach 3,15 Stunden. . . . . . 0,28g 
an 8,0 We total. . . 114g 

Versuch 3 nach 3,45 Stunden. . . ... 24 g 
» 8,0 = total. . . 4,4 g 
OË 15,0 „ „ wl 2 6,7 g 
39 23,0 „ sn ° 6,6 g 


Die große Alkoholzerstörung und Kohlensäureentwicklung in dem 
Versuche 3 ist auffallend. Die Hefe war hier sehr kräftig, was unter anderem 
aus der ungewöhnlich starken Selbstgärung oder Veratmung und damit 
Hand in Hand gehender Kohlensäureentwicklung in der Blindprobe B 
ersichtlich war. 


C. Gewöhnliche Gärungsproben. 50g Preßhefe + 490 ccm destillierten 
Wassers + 10 ccm 96proz. Alkohollösung = 535 ccm Totalvolumen wurden 
zwecks Verteilung der Hefe in einem Kolben durchgeschüttelt und dann 
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ohne Verschluß neben den übrigen Proben während der ganzen Versuchszeit 
stehengelassen. Alle 2 oder 3 Stunden wurde kräftig durchgeschüttelt. 
Nach den Versuchen wurden in den Versuchssuspensionen wie früher 
Alkoholbestimmungen ausgeführt: 
Versuch 1 nach 9,30 Stunden. . . 7,5g Alkohol. 
o 2 „8,00 sr e e EE e 

Zu den Proben sind 7,6g Alkohol zugesetzt worden, und wir kon- 
statieren zunächst, daß die Hefe unter gewöhnlichen Gärungsverhältnissen, 
wenn Sauerstoff nicht extra zugeführt wird (jedoch darf die Versuchs- 
flüssigkeit in unmittelbarer Berührung mit der Luft stehen), Alkohol 
weder assimiliert noch auf andere Weise zerstört. 


Kohlenstoffbilanz der Proben A. 

Zu diesen Proben sind 7,6 g Alkohol, enthaltend 4,0 g C, zugesetzt 
worden. Bei den früheren Zuckerversuchen (Teil I und II) haben wir 
gefunden, daß Alkohol, aus demselben entstandene Kohlehydrate, 
Gärungs- und Atmungskohlensäure samt einer unbedeutenden Menge 
organischer Säuren die einzigen Reaktionsprodukte darstellen. Wir sind 
deshalb hier berechtigt, da wir die Alkohol- und Kohlensäuremengen 
kennen, das in der unten befindlichen Bilanztabelle befindliche Manko 
als neugebildete Kohlehydrate zu bezeichnen. 


Tabelle I. 


Kohlenstoffbilanz des in den Proben A zugesetzten Alkohols und der aus 
demselben gebildeten Produkte. 





Versuch 1: 
Alkohol .. ; 2 2.2.0... 500g = 2925 C = 73,0 Proz, 
Kohlensäure . . u Jet zs 040g: Cum 100 „ 
Neugebildete Kohlehydrate , ww 153g = 0,882 C = 17,0 „ 
Alkohol zugesetzt . . . . . . . 7,60g = 4,00g C = 100,0 Proz. 
Versuchszeit 9,3 Stunden. 
Versuch 2: 
Alkohol : resar daa Bé g = Bd CC = 83,5 Pros. 
Kohlensäure . . e wv e hltg = 0,1 Ce 77 „ 
Neugebildete Kohlehydrate eier 88 „ 
Alkohol zugesetzt . . . . . . . 7,60g = 4,00g C = 100,0 Proz. 
Versuchszeit 8,0 Stunden. 
Tabelle II. 
Kohlenstoffbilanz des Versuches 3. 
Nach 8 Stunden: 
AlkoBol — 2 A SIS e ez DE LOgtCG e 20,0 Pros 
Kohlensäure . . zeiten 20 y 
Neugebildete Kohlehydrate . e e SUR ss 1,6g. C =. 40 j 











Alkohol zugesetzt . . . . . . . 7,6g = 4,00 g C = 100,0 Proz. 
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Tabelle II. (Fortsetzung). 
Nach 15 Stunden: 











Alkohol . . . 2.2.2.2... . 0,9g = 0,47gC= 11,7 Proz 
Kohlensäure . . . . 2.....57g= 156g C = 390 „ 
Neugebildete Kohlehydrate. . . 4,5g = 1,97g C = 493 „ 
Alkohol zugesetzt . . . . . . . 7,6g = 4,008 C = 100,0 Proz. 
Nach 23 Stunden: 
Alkohol . . ». 2.2 2.2.2.2... 0,1g = 0,00g C= 0,0 Proz. 
Kohlensäure . ...... . . 6,6g = 180g C= 450 „ 
Neugebildete Kohlehydrate. . . 5,0g = 2,20g C = 55,0 ,, 
Alkohol zugesetzt `, . . . . . . 7,6g = 4,00g C = 100,0 Proz. 


Die verwendete Hefe besaß in 50g einen Trockensubstanzgehalt 
von rund 12g. Die (während des Versuches) durch die Assimilation 
eingetretenen Zunahmen betragen in Prozenten von der ursprünglichen 
Trockensubstanzmenge nach den Versuchen in: 


100. 1,53 
Versuch 1 ag 13 Proz. 
el. za he aan, rel Yin DE oh 
en 3 nach 8 Stunden . . . 30 „, 
ID 15 an e e e 38 an 
39 23 ag D e D 42 
Versuch 4. 
Versuchsdaten. 


A. Hauptprobe. 40 g Preßhefe und 400 ccm Alkohollösung, enthaltend 
5,35g Alkohol = 428 ccm Totalvolumen, wurden im Sauerstoffstrom 
während 21 Stunden geschüttelt. 

Trockensubstanz der verwendeten Hefe 23,0 Proz. 

Totale Versuchszeit 20 Stunden. 

Keine Kohlensäure- und Alkoholbestimmungen wurden ausgeführt, 
dagegen wurde die Trockensubstanz ermittelt. Die ganze Versuchs- 
flüssigkeit wurde deswegen auf dem Wasserbade eingedampft und bei 105° 
zur Gewichtskonstanz getrocknet: Trockensubstanz 9,60 g. 

B. Blindprobe. 40g Preßhefe und 400 ccm destillierten Wassers 
wurden wie oben behandelt. Trockensubstanz 8,7 g. 

C. Gewöhnliche Gärungsprobe. 40g Preßhefe und 400 ccm Alkohol- 
lösung, enthaltend 5,35 g Alkohol = 428 cem Totalvolumen, wurden in 
einem Kolben durchgeschüttelt und dann ohne Verschluß neben den 
Proben A und B während der ganzen Versuchszeit stehengelassen; hier 
und da wurde durchgeschüttelt. Trockensubstanz 9,2 g. 

D. Blindprobe der Probe C. Wie B, aber ohne Sauerstoffschüttelung. 
Trockensubstanz 9,2 g. 

E. Trockensubstanzbestimmung der Hefe. 40 g Preßhefe wurden sofort 
auf dem Woasserbade eingedampft und bei 105° getrocknet. 

Trockensubstanz 9,3 g. 
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Gegenüberstellung der ermittelten Trockensubstanzmengen: 


Probé A o 2.2.2 2.2. 5 e E ep 9,68 
ee ne a A 8,7 g 
a Oaa et a D 9,2 g 
ae Aen ae ee a a 9,2 g 
Se d pi 2 ei E a e 9,38 


Die ursprüngliche Hefe enthält 9,3 g Trockensubstanz (E). In C 
und D ist eine kleine Selbstgärung eingetreten und in B wegen des 
zugeführten Sauerstoffs eine starke. Nur in A ist eine kleine Alkohol- 
assimilation eingetreten, die in einer Neubildung von 9,6 — 8,7 = 0,9 g 
Kohlehydrate resultierte. 


Kohlenstoffbilanz der Probe A. 
Neugebildete Kohlehydrate C,H,0; . 0,90 g = 0,408 C = 14,5 Proz. 














Alkohol + Kohlensäure . . .... 2,39g C = 85,5 e 
Alkohol zugesetzt , . . » . 2.2... 5,35g = 2,79g C = 100,0 Proz. 
In Prozenten von der Trockensubstanz der Probe E beträgt die 
0,9.1 
Zunahme in A — en = 10 Proz. 
Zusammenfassung. 


Das Vermögen der Preßhefe, direkt zugesetzten Alkohol zu assi- 
milieren, ist bei Sauerstoffzufuhr und ohne diese untersucht worden. 
Dabei wurde eine Suspension von Preßhefe in destilliertem Wasser 
mit Äthylalkohol (1,42 g und 1,25g pro 100 ccm) versetzt. Die Hefe- 
konzentration war in allen Versuchen 9,35 g gewöhnlicher Handelshefe 
(mit etwa 20 Proz. Trockensubstanzgehalt) pro 100 ccm. Der Hefe 
wurde keine Stickstoffnahrung geboten. Von den Suspensionen standen 
einige an der Luft und die anderen wurden mit Sauerstoff geschüttelt. 
Versuchstemperatur 13 bis 20°C; Versuchsdauer 8 bis 23 Stunden. 


L Die filtrierten Versuchsflüssigkeiten enthielten nur sehr wenig 
Trockensubstanz, da aus dem zugesetzten Alkohol entweder gar keine 
neuen Verbindungen oder nur Kohlensäure und Assimilationsprodukte 
der Hefe entstanden und da die Hefe nur sehr wenig Stoffe an die 
Lösung abgab (s. Teil 1). 

2. In den Fällen, wo die Versuchsflüssigkeit nur in Berührung 
mit der Luft stand und wo Sauerstoff nicht extra zugefügt wurde, trat 
keine Assimilation des zugesetzten Alkohols ein. 


3. Nur bei Sauerstoffschüttelung fand eine Assimilation eines Teiles 
(in einem Falle des gesamten) Alkohols statt. Was unten über die Assi- 
milation gesagt wird, bezieht sich also nur auf die sauerstoffgeschüttelten 
Proben, wo die Alkoholkonzentration immer niedrig war (1,42g pro 
100 cem). 
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4. Die Assimilation bedingte eine Trockensubstanzzunahme der 
Hefe bei gleichbleibender Zellenzahl (keine N-Nahrung, vgl. Teil I, Ver- 


such 4) von 7 bis 40 Proz. der ursprünglichen Menge. 


In Versuch 3 


war die Assimilation bedeutend stärker und schneller als in den übrigen 


Versuchen. 


5. In Analogie mit den Resultaten in Teil I und II dūrften die 
Assimilationsprodukte nur aus Kohlehydraten C,H,,0, bestehen. Eine 
Fettbildung dürfte nicht eingetreten sein. 

6. Aus der Kurve 2 der Abbildung ist ersichtlich, daß die neu- 
gebildeten Kohlehydrate, solange noch Alkohol in der Versuchsflüssig- 


keit vorhanden ist, zunehmen. 


7. Ob eine direkte Oxydation des Alkohols zu Kohlensäure und 


Wasser eingetreten ist, ist nicht konstatiert worden. 
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von Äthylalkobol zugesetzten Koblenstoffs auf den 
intakt gebliebenen Alkohol und auf die aus dem 


Abh. 1. 


Alkobol entstandenen Produkte, Kohlehydrate 
CeHioOs und Kohlensäure in dem Versuch Nr. 3 
(Sauerstoffscbüttelung). — Die durch die Assimila» 
tion aus dem Alkohol entstehenden Kohlehydrate 
(Kurve II) nehmen unaufhörlich zu, so lange noch 
Alkohol vorhanden ist. Erst nachdem er ver- 
schwunden ist, fangen sie an, auf Grund der Atmung 
abzunehmen. — Wenn die Ordinaten der drei 
Kurven I, II und III bei einer bestimmten Abszisse 
addiert werden, wird die Zabl 100 erhalten. — 
Die Ordinaten der Kurve IV repräsentieren die 
Summe der Ordinaten von Il und III. Die Kurve IV 
repräsentiert das Ausmaß der Assimilation, welche 
stattgefunden hätte, wenn keine Verbrennung von 
Assimilationsprodukten zu Kohlensäure (und 
Wasser) erfolgt wäre. 


Nach den Ver- 
suchen der Teile I und II dieser 
Abhandlung findet eine solche 
bei Sauerstoffschüttelung von 
Alkohol in statu nascendi nicht 
statt, und es scheint deshalb be- 
gründet, anzunehmen, daß es 
sich auch hier um keine solche 
handle. 

8. Wenn wir also annehmen, 
daß keine direkte Oxydation 
des Alkohols stattfindet, ersehen 
wir aus den Tabellen und der 
Kurve 3, daß sich parallel mit der 
Assimilation eine Veratmung von 
Teilen der neugebildeten Kohle- 
hydrate vollzieht. Die Kurve 4, 
die durch Addition der Kurven 2 
und 3 erhalten worden ist, stellt 
die Assimilation dar, wie sie sich 
abspielen würde, wenn keine 
Veratmung von Teilen der Assi- 
milationsprodukte eingetreten 
wäre. Auch diese Kurve zeigt 
eine Steigerung, so lange noch 
Alkohol vorhanden ist. 


9. Die Assimilstion ist am stärksten im Anfang der Versuche 


(Kurve 2 und 3). 


10. Über die nähere Zusammensetzung der neugebildeten Kohle- 


hydrate sind keine Untersuchungen ausgeführt worden. 


In Analogie 


mit den Resultaten der Teile I und II dürfte die Hefe vermutlich auch 
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hier die Assimilation so geleitet haben, daß ihre Kohlehydrate immer 
aus ungefähr gleichen Teilen ‚‚leicht‘‘ und ‚‚schwer‘‘ hydrolysierbaren 
Verbindungen bestehen. Nur die ersteren, die hauptsächlich aus 
Glykogen bestehen, können veratmet werden (s. Teil II, Zusammen- 
fassung 10, 11 und 12). 


ll. Um eine Assimilation des direkt zugesetzten Alkohols durch- 
führen zu können, muß die Hefe, da Alkohol im Verhältnis zu den 
Assimilationskohlehydraten ein stark reduzierter Körper ist, reichliche 
Mengen von Sauerstoff zur Verfügung haben. Bei dieser Assimilation, 
die wir in Teil I als eine Atmungs- oder Verbrennungsstufe bezeichnet 
haben, wird ungefähr ein Drittel des totalen Energiegehaltes des 
Alkohols frei; die restlichen zwei Drittel der Energie werden bei der 
Veratmung der gebildeten, leicht hydrolysierbaren Kohlehydrate der 
Hefe zum Teil zur Verfügung gestellt. 


Die Verwertung des Alkohols durch die Hefe verläuft demnach 
nach folgendem Schema: 


Assimilation 
AEE EEEE E = 1 ic 0 0 un lo 
Alkohol + O — „leicht“ + Bon, hydrolysierb. Kohlehydrate + Energie 


(Reservestoffe) (Zellenbestandteile) 


+0 | Atmung 


get 
CO, + H,O + Energie. 


12. Was die Bestimmung der Menge der infolge der Assimilation 
neugebildeten Kohlehydrate betrifft, so muß man durch Blindversuche 
die bei der Lebenstätigkeit der Hefe ohne Alkoholzusatz veratmeten 
Kohlehydrate ermitteln und in Rechnung setzen. In den Alkohol- 
proben findet außer dieser Atmung noch eine Verbrennung von Teilen 
der neugebildeten, ‚leicht‘‘ hydrolysierbaren Kohlehydrate statt, so 
daß die Kohlensäureentwicklung der Hauptproben immer größer als 
die der Blindproben ist. 


13. Wenn Alkohol zugesetzt wird, nehmen die Zellen infolge der 
Assimilation an Größe zu (bei konstanter Zellenzahl) und verbrauchen 
dann für das Erhalten des Lebens eine größere Energiemenge als solche 
Zellen, denen kein Alkohol zugesetzt wird und welche also keinen 
Zuwachs erfahren. Diesen Mehrbedarf an Energie deckt die alkohol- 
behandelte Hefe teils durch die bei der Assimilation gebildete Energie- 
menge und teils durch eine teilweise Verbrennung der aufgespeicherten 
Kohlehydrate. Die in den Versuchen bestimmten Trockensubstanz- 
vermehrungen repräsentieren demnach nur einen Teil derjenigen 
Kohlehydrate, die wirklich gebildet (aber schon teilweise veratmet) 
worden sind. 
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14. In Analogie mit den Versuchen in Teil II werden die Eiwerß- 
substanzen der Hefe durch die verschiedenen Behandlungsweisen wenig 
beeinflußt. 


Gegenüberstellung der Ergebnisse bei der Assimilation von direkt zugesetztem 
Alkohol (Teil HI) und von Alkohol in statu nascendi (Teil I und II). 

Diese Gegenüberstellung bezieht sich nur sowohl in den Alkohol- 
wie in den Zuckerversuchen auf niedrige Alkoholkonzentrationen, 
0,3 bis 1,5g Alkohol pro 100 cem. Die Versuchsbedingungen waren 
überall dieselben. 

l. Direkt zugesetzter Alkohol wird nur bei Sauerstoffschüttelung von 
der Hefe assimiliert, währenddem Alkohol o statu nascendi, auch wenn 
die Versuchsflüssigkeit nur in Berührung mit der Luft steht, ohne 
daß Sauerstoff extra zugeführt wird, stark assimiliert wird. 

Dies ist wohl auf die größere Reaktionsfähigkeit, die Stoffe ən 
statu nascendi zeigen, zurückzuführen. (In den Zuckerversuchen der 
Teile I und II war die Reaktion der mit Zucker versetzten Versuchs- 
flüssigkeiten immer sauer: in den jetzt beschriebenen Alkoholversuchen 
dagegen neutral. Hierin wäre vielleicht auch ein Grund für die schwä- 
chere Reaktionsfähigkeit des direkt zugesetzten Alkohols zu suchen.) 

2. Parallel mit der Assimilation des direkt zugesetzten Alkohols 
vollzieht sich eine Veratmung von Teilen der neugebildeten Kohlehydrate. 
Parallelversuche von Hefe einerseits mit, andererseits ohne Zucker- 
zusalz ergeben, daß, solange noch Zucker in der Versuchsflüssigkeit. 
vorhanden ist, eine Veratmung der durch Assimilation neugebildeten 
Kohlehydrate nicht stattfindet. Erst nachdem der zugesetzte Zucker 
verschwunden ist, setzt die Veratmung der neugebildeten Kohle- 
hydrate ein. 

Bei der Assimilation des Alkohols in statu nascendi stehen der Hefe 
drei Energiekomponenten zur Verfügung: 

a) das bei der Zuckergärung zutage tretende Energiequantum, 

b) die ‚Assimilationsenergie‘‘, d. h. jenes Energiequantum, welches 
bei der Assimilation des gebildeten Alkohols zutage tritt und welches 
diesen Assimilationsvorgang zu einer ‚„Verbrennungsstufe‘‘ stempelt; 

c) endlich das bei der Verbrennung der Kohlehydrate verfügbare 
Energiequantum. 

Bei der Assimilation fertig zugesetzten Alkohols fällt naturgemäß 
die Komponente a) weg. Es wird daher die Komponente c) stärker 
in Anspruch genommen, daher die gefundene Kohlensäuremenge 
erhöht werden. 





Über den Einfluß des Sauerstoffs auf die 
assimilatorische und dissimilatorische Tätigkeit der Hefe. 


IV. Teil. 
Verhalten einiger organischer Säuren. 
Von 
Harry Lundin. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitäts- 
instituts.) 


(Eingegangen am 13. September 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 
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Einleitung. 


In drei früheren Mitteilungen!) haben wir die Assimilation und die 
Dissimilation des Äthylalkohols durch die Preßhefe teils in statu 
nascendi (Teil I und II) und teils bei direktem Zusatz (Teil III) studiert. 
Dabei wurden die Versuche so ausgeführt, daß einerseits nur der Luft- 
sauerstoff zu der Suspension Zutritt hatte und andererseits eine Sauer- 
stoffschüttelung derselben vorgenommen wurde. 

In dieser Mitteilung wollen wir jetzt über das Verhalten der Hefe 
gegenüber einigen organischen Säuren unter denselben Versuchs- 
bedingungen wie bei den früheren Mitteilungen berichten. Eine Suspen- 
sion von Preßhefe (40 bis 50 g) in Wasser (400 bis 500 ccm) wurde mit 
so viel von dem Alkali- bzw. Ammoniumsalz der zu untersuchenden 
Säure versetzt, daß die Suspension etwa 1 Proz. von derselben enthielt 
Während einer gewissen Zeit (6 bis 47 Stunden) wurden die Ver- 
suchsflüssigkeiten dann mit Sauerstoff geschüttelt; bei der Acet- 
essigsäure wurde außerdem eine Probe angestellt, wo der suspendıeıten 
Hefe nur der Luftsauerstoff zur Verfügung stand. Stickstoffnabrung 
und Nährsalze wurden nicht zugesetzt, derart, daß keine Vermehrung 
der Hefezellen stattfinden konnte (vgl. die Beschreibung der Methodik 
im Teil I). 

Zur Untersuchung gelangten folgende Säuren: Citronensäure, 
Äpfelsäure, Bernsteinsäure, Weinsäure und Acelessigsäure. 

Aus den bisherigen Versuchen mit diesen Säuren wissen wir, daß 
Bakterien, Pilze, pflanzliche und tierische Gewebe dieselben umwandeln 
und zu Zellbestandteilen assimilieren können (unter Umständen können 
auch von dem lebenden Protoplasma abgetrennte Hefefermente eine Zer- 
xtörung hervorrufen (Bernsteinsäure, d, 1-Weinsäure). Es scheint sich hier 
sowohl um eine oxydative wie um eine reduktive Zerlegung der Säuren 
zu handeln. Kohlensäure, Essigsäure, Bernsteinsäure, Ameisensäure, 
Milchsäure und Alkohol treten oft als Umwandlungsprodukte auf; bei 
Acetessigsäure auch Aceton. Im allgemeinen scheint die Einwirkung der 


Pilze, wenigstens die der Hefen, viel schwächer zu sein als diejenigen der 
Bakterien, und oft haben die ersteren einen großen Widerstand, zu über- 


1) Diese Zeitschr. 141, 310 und 342; 142, 454, 1923. 
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winden. Die Alkali- und Ammoniumsalze der Säuren scheinen leichter 
angegriffen zu werden als die freien Säuren. Die verschiedenen Weinsäuren 
zeigen eine verschiedene Resistenz gegen die Hefe. In allen Versuchen 
mit Hefepilzen und Bakterien handelt es sich meistens um sehr lange 
Versuchszeiten, Wochen und Monate. 


A. Versuche mit Citronensäure, Äpfelsäure, Weinsäure, Bernsteinsäure. 
I. Cüronensäure. 
Literaturangaben über die Assımilierbarkeit der Citronensäure. 


E. Laurent!) hat eine eingehende Prüfung derjenigen Substanzen, welche 
für die Hefe als C-Quelle verwendbar sind, ausgeführt und unter denselben 
auch die Citronensäure gefunden. 

Citronensäure wird in Milch von Bacterium lactis aerogenes zu Kohlen- 
säure und Essigsäure vergoren?). Mycoderma cerevisiae, Monilia candida 
und Oidium lactis zerstören die Säure unter Kohlensäureentwicklung in 
1,- bis 3proz. Lösung nach einer Versuchsdauer von 11% Monaten 21. Bacillus 
cloacae*) zerlegt die Citronensäure in Gegenwart sowie in Abwesenheit 
von Sauerstoff in Kohlensäure, Essigsäure, Bernsteinsäure und Ameisen- 
säure. Bei Aspergillus niger®) erwies sich die Citronensäure zur Bildung 
von Stärke besser geeignet als Äpfelsäure, Bernsteinsäure und Oxalsäure. 
Nach Currie!) verläuft der Kohlehydratstoffwechsel bei Aspergillus niger 
nach folgendem Schema: 

Kohlehydrat — Citronensäure — Oxalsäure —> Kohlensäure. 

Citronensäure im Moste nur in Spuren oder in kleinen Mengen, auch 
bei der Gärung nicht entstehend, zeigt, künstlich zugesetzt, gegen Mikro- 
organismen eine Resistenz, die nach derjenigen der Weinsäure und Bernstein- 
säure kommt. Ir Weinen, die in der Kelter mit Bisulfit versetzt sind, 
bleibt sie unzersetzt IG. de Ostis?)]. Citronensäure wird als solche oder 
als Natriumsalz auch in Gegenwart von Zucker von Cifromyces glaber ®) 
verbraucht. 

Durch Tiergewebe wird die Citronensäure zu Kohlensäure und Wasser 
verbrannt [Batelli und Stern®), Meyerhof!?)]. Bei Diabetes wird sie nach 
Greenwald 1) in Glykose umgewandelt. 


1) E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 
2) A. Bosworth und J. Prucha, Journ. of biol. Chem. 8, 479— 482; 
Œ. 1911, I, S. 908. 
3) Herzog, Ripke und Saladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 284 — 289, 
290 — 301. 
4) J. Thompson, Proc. Royal Soc. London, Serie B, 86, 1—12, 1912; 
C. 1913, III, S. 1126. 
5) E. Boas, diese Zeitschr. 81, 80—86; C. 1917, II, S. 29. 
6) Currie, Journ. of biol. Chem. 81, 15— 37, 1917; C. 1921, I, S. 634. 
7) G. de Ostis, Ann. Chim. Appel. 9, 155—211, 1918; C. 1919, II, S. 360. 
8) W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 181, 338—350, 1922; C. 1923, I, 
. 972. 
D F. Batelli und L. Stern, ebendaselbst 81, 478—505; C. 1911, II, 
1227, 
10) O. Meyerhof, Pflügers Arch. f. Physiol. 175, 88—93; C. 1919, III, 
S. 394. 
11) J. Greenwald, Journ. of biol. Chem. 35, 461— 472, 1918; C. 1919, 
I, S. 389. 
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Versuchsdaten. 


l. Ammoniumcitrat. 

5,60 g Citronensäure (C,H,O, + H,O) wurden in einem 500-ccm-Meß- 
kolben in destilliertem Wasser gelöst und mit 10proz. Ammoniak bis zur 
schwach sauren Reaktion auf Lackmus neutralisiert. Der Kolben wurde 
jetzt mit destilliertem Wasser bis zur Marke angefüllt und die so erhaltene 
Lösung zusammen mit 50g frischer Preßhefe in einen von den beiden 
Schüttelkolben gebracht. In den anderen Kolben kamen 50g von der- 
selben Preßhefe und 500 ccm destillierten Wassers. Unter Sauerstoff- 
durchleitung wurde jetzt 6 Stunden bei gewöhnlicher Temperatur ge- 
schüttelt. Die entwickelte Kohlensäure wurde wie gewöhnlich aufgefangen 
und bestimmt. 

Nach beendigter Schüttelung wurden die Suspensionen der beiden 
Kolben über Kieselgur filtriert. Zu kleinen Teilen der klaren Filtrate 
wurde in Reagenzröhrchen Caleiumchlorid, Caleiumchlorid + Ammoniak 
und Bariumchlorid zugesetzt, und in keinem Falle entstand dabei eine 
Fällung. Das Filtrat der blinden Probe gab auch keine Fällung mit Blei- 
acetat. Die Filtrate sind demnach frei von anorganischen Phosphaten, 
Oxalsäure, Weinsäure, Bernsteinsäure und Schwefelsäure. Außerdem ent- 
halten sie keine Chlorwasserstoffsäure. 

Hierdurch war es möglich, folgende einfache Bestimmungsmethode 
der Citronensäure zu verwenden: 

10 ccm des Filtrates der Hauptprobe wurden in einem Becherglase 
mit destilliertem Wasser verdünnt und mit 10ccm 10proz. Bleiacetat.- 
lösung (Überschuß) versetzt, wodurch ein weißer flockiger Niederschlag 
von Bleicitrat entstand, der abfiltriert und mit 50proz. Alkohol so lange 
gewaschen wurde, bis die Waschflüssigkeit mit Ammoniak keine Reaktion 
gab. Der Niederschlag wurde jetzt mit heißem Wasser in das Becherglas 
quantitativ gespült und nachher in die siedend heiße Suspension Schwefel- 
wasserstoff bis zum Erkalten eingeleitet, wodurch die Citronensäure in 
Freiheit gesetzt wurde. Nach dem Abfiltrieren des Bleisulfids wurde das 
citronensäurehaltige Filtrat so lange gekocht, bis der Schwefelwasserstoff 
vollständig verschwunden war, und nach dem Erkalten mit n/10 Lauge 
und Phenolphthalein titriert!). 


Anmerkung: Von Bleiacetat werden in neutraler Lösung Citronen- 
säure, Äpfelsäure, Bernsteinsäure, Weinsäure, Oxalsäure usw., Phosphor- 
säure neben anorganischen Säuren usw. gefällt. Der oben erhaltene 
Niederschlag enthält aber nur Citronensäure. Wenn sich Milchsäure aus 
der Citronensäure gebildet hätte, so wäre sie nicht als Bleisalz aus der 
wässerigen Lösung mitgefällt und wäre außerdem nach Fürth und Lieben?) 
durch die Hefe veratmet worden. Ä 

A. Hauptprobe. 50g Preßhefe und 500 ccm Ammoniumeitratlösung 
(enthaltend 5,608 C,H,0, + H,O) = 535 ccm Totalvolumen wurden 
6 Stunden im Sauerstoffstrom bei gewöhnlicher Temperatur geschüttelt. 

B. Blindprobe. 50g Preßhefe + 500 cem destillierten Wassers 
= 535 ccm Totalvolumen wurden 6 Stunden im Sauerstoffstrom bei ge- 
wöhnlicher Temperatur geschüttelt. Die Trockensubstanz der Hefe betrug 
rund 25 Proz. 


1) E. Fleischer, Zeitschr. f. angew. Chem. 18, 328. 
2) O. Fürth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144; 132, 166, 1922. 
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Bei der Hauptprobe entwickelten sich während der Versuchszeit 
0,7 g Kohlensäure und bei der Blindprobe ebenfalls 0,7 g. Trotzdem die 
Hauptprobe (wegen der schwach sauren Reaktion des Ammoniumcitrats) 
schwach sauer, die Blindprobe dagegen vollständig neutral war, haben 
sich gleich große Kohlensäuremengen gebildet. 


Die Bestimmung der Citronensäure im Filtrat der Hauptprobe 
gab als Resultat, daß diese Säure bei obiger sechsstündiger Behandlung 
mit Hefe von derselben gar nicht angegriffen wurde. Wiedergefunden 
für Gesamtmenge statt 5,60 g Citronensäure 5,40 g = 96,5 Proz. 


2. Natriumeitrat. 

Dieser Versuch wurde genau so durchgeführt wie der vorige. Die 
Natriumcitratlösung war aus 4,2g der entsprechenden Säure (C,H,O; 
— H,O), die mit 10proz. Natronlauge bis zur Lackmusneutralität neutra- 
lisiert wurde, hergestellt. Die beiden Proben wurden 6 Stunden unter 
Sauerstoffdurchleitung geschüttelt, danach bei gewöhnlicher Temperatur 
ohne Sauerstoffzufuhr über die Nacht stehengelassen und am nächsten 
Tage wieder 5 Stunden im Sauerstoffstrom geschüttelt. 

A. Hauptprobe.e. 50g Preßhefe und 500 ccm Natriumeitratlösung 
(enthaltend 4,208 C,H,O, + H,O) = 535 eem Totalvolumen wurden 
Il Stunden im Sauerstoffstrom bei gewöhnlicher Temperatur geschüttelt. 

Trockensubstanz der Hefe 25 Proz. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Totale Versuchszeit 27 Stunden. 

Gebildete Kohlensäure während des Versuches 1,1g. 

B. Blindprobe. 50g Preßhefe und 500 ccm destillierten Wassers 

= 535 ccm Totalvolumen wurden wie oben behandelt. 

Während des Versuches gebildete Kohlensäure 1,1g. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Die Acidität der beiden Suspensionen war dieselbe, und die entwickelte 
Kohlensäuremenge war ebenfalls in beiden Fällen gleich groß. Diese beiden 
Versuche mit Citronensäure (l. und 2.) zeigen also, daß die Reaktion der 
V'ersuchsflüssigkeit innerhalb gewisser Grenzen und die zugesetzten Salze 
keinen Einfluß auf die sich bei der Selbstgärung der Hefe bildende Kohlen- 
-Aure ausüben. 


Das Filtrat der Hauptprobe wurde so wie beim vorigen Versuche 
auf Citronensäure untersucht, und es zeigte sich dabei, daß die Säure 
vollständig unangegriffen zurückblieb. Wiedergefunden für Gesamt- 
menge statt 4,20 g Citronensäure 4,03 g — 96,0 Proz. 


Die Natrium- und Ammoniumsalze der Citronensäure werden 
demnach innerhalb einiger Tage von sauerstoffgeschüttelter Preßhefe 
beim Fehlen von Kohlehydraten und Stickstoffnahrung bei neutraler 
oder schwach saurer Reaktion der Versuchsflüssigkeit und bei gewöhn- 
licher Temperatur unter gleichzeitiger Entfernung der Atmungs- 
produkte der Hefe (Kohlensäure) nicht angegriffen. Sowohl die zu- 
gefügten Salze als auch die im obigen Sinne schwankende Reaktion 
üben keinen Einfluß auf die Selbstgärung der Hefe aus. 


468 H. Lundin: 


II. Äpfelsäure. 


Literaturangaben über die Assimilierbarkeit der Äpfelsäure. 


Laurent!) fand, daß die Äpfelsäure in lproz. Lösung als C-Nahrung 
für die Hefe verwendbar ist. Nach Seifert?) wird dieselbe Säure in Wein 
durch Microcokken in Milchsäure und Kohlensäure gespalten. Beim längeren 
Verweilen des Weines auf der Hefe vermag auch diese, aber viel weniger 
energisch, die Äpfelsäure zu zerstören ?). Von der Heide*) berichtet, daß 
Micrococcus malolacticus in Wein die Äpfelsäure in Milchsäure umwandelt. 
Bacillus cloacae bi zersetzt die Säure in Gegenwart von Sauerstoff in Kohlen- 
säure, Essigsäure, Bernsteinsäure und Spuren von Alkohol (Thompson). 
Weinsäure, Citronensäure, Äpfelsäure, Bernsteinsäure und Oxalsäure er- 
wiesen sich in dieser Reihenfolge als geeignet zur Bildung von Stärke bei 
Aspergillus [Boas®)]. Durch Lebedewsche Hefe wird die Äpfelsäure in Kohlen- 
säure und Milchsäure zerlegt. Nach Lampit?) wird die Säure als solche 
von Saccharomyces cerevisiae nicht angegriffen. Dagegen wird ihr Ammo- 
niumsalz vollständig bei der Gärung unter Bildung von Alkohol zerstört. 
Einige amerikanische Autoren?) berichten, daß Äpfelsäure, aber nicht Bern- 
steinsäure, Weinsäure und Citronensäure durch gewisse pentosezerstörende 
Bakterien unter Bildung von Essigsäure vergoren wurde (lange Versuchszeit). 
Müller-Thurgau?) und Osterwalder isolierten aus Wein eine Bakterie, die 
sie Bact. tartarophtorum nannten, welche die Weinsäure (unter Bildung 
von Essigsäure und Kohlensäure) und Äpfelsäure zerlegt. Jung und Müller!®) 
berichten, daß Äpfelsäure und f-Oxybuttersäure von der Hefe decarboxyliert 
werden. Mwycoderma cerevisae, Monilia candida und Oidium lactis zer- 
stören die Äpfelsäure unter Kohlensäurebildung in Lé. bis 3proz. Lösung 
nach einer Versuchsdauer von 11, Monaten [Herzog, Ripke, Saladin !!)]. 
Nach Bloor !?) wird die Säure durch die Gewebe des Ahorns (Acer saccha- 
rinum) in Glykose umgewandelt und unter dem Einfluß des Sonnenlichtes 
wird sie bei Gegenwart von Luftsauerstoff im Safte der Succulenten unter 
Kohlensäureentwicklung zerstört [Spoehr!3)]. Schließlich werden die Äpfel- 
säure und die Citronensäure durch Tiergewebe zu Kohlensäure und Wasser 


1) E Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

2) W. Seifert, Zeitschr. f. landw. Vers.-Wesen Österr. 4, 980; 6, 567; 
( 1901, II, S. 1133; C. 1903, II, S. 257. 

3) Derselbe, C. 1907, II, S. 346. 

4) Von der Heide, C. 1912, IV, S. 1838. 

5) J. Thompson, Proc. Royal Soc. London, Serie B, 86, 1—12, 1912; 
C. 1913, III, S. 1126. 

D E Boas, diese Zeitschr. 81, 80—86; C. 1917, II, S. 29. 

7) L. Lampitt, Biochem. Journ. 13, 1919; C. 1920, I, S. 685. 

8) Fred, Peterson und Davenport, Journ. of biol. Chem. 42, 175— 189; 
C. 1920, III, S. 670. 

9) Müller-Thurgau und A. OÖsterwalder, Landw. Jahrb. d. Schweiz 1919; 
C. 1920, II, S. 90. 

10) 4. Jung und Müller, Helv. chim. Acta 5, 239—243; C. 1922, I, 
S. 1114. i 

11) Herzog, Ripke, Saladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 284 — 289, 
290—301; C. 1911, IV, S. 1258. 

12) W. R. Bloor, Journ. Amer. Chem. Soc. C. 1912, II, S. 1762. 

13) H. A. Spoehr, diese Zeitschr. 57. 95—111; C. 1914, I, S. 158. 
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verbrannt!,. Beim Phloridzidindiabetes liefert Fumarsäure und auch 
Äpfelsäure Glucose. Dasselbe gilt auch bei Pankreasdiabetes?). 


Versuchsdaten. 


Die Äpfelsäure wurde in Form von Ammoniummalat folgender- 
maßen auf ihre Resistenz gegen sauerstoffgeschüttelte Hefe geprüft: 


Die Methodik war dieselbe wie bei der Citronensäure. 4g Äpfelsäure 
(C,H,O,) wurden in destilliertem Wasser gelöst und mit 10proz. Ammoniak 
bis zur Lackmusneutralität versetzt. Während 10 Stunden wurde unter 
Sauerstoffdurchleitung geschüttelt und während 14 Stunden ohne Sauerstoff- 
durchleitung stehengelassen. Ebenso wie bei den Citronensäureversuchen 
zeigten sich die Filtrate frei von anorganischen Phosphaten, Oxalsäure, 
Weinsäure, Bernsteinsäure, Schwefelsäure und Salzsäure. Die Äpfelsäure 
wurde in ähnlicher Weise wie die Citronensäure durch Fällung als Bleisalz, 
Zerlegung desselben mit Schwefelwasserstoff und Titrierung der dadurch 
freigemachten Säuren bestimmt. In diesem Falle mußte jedoch die Fällung 
mit Bleiacetat in 50proz. Alkohol vorgenommen werden 3). 

A. Hauptprobe. 40g Preßhefe und 400 cem Ammoniummalatlösung 
(enthaltend 4,00 g C,H,0,) = 428 ccm Totalvolumen wurden 10 Stunden 
bei gewöhnlicher Temperatur im Sauerstoffstrom geschüttelt. 

Gehalt der Hefe an Trockensubstanz 25 Proz. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Totale Versuchszeit 24 Stunden. 

Während des Versuches gebildete Kohlensäure 0,9 g. 

B. Blindprobe.e. 40g Preßhefe und 400 ccm destillierten Wassers 

= 428 cem Totalvolumen wurden wie oben behandelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Gebildete Kohlensäure 0,9 g. 


Die gebildete Kohlensäure war also in den beiden Fällen gleich 
groß, und bei der Untersuchung der Hauptprobe zeigte es sich, daß 
die Äpfelsäure unverändert zurückgeblieben war. Wiedergefunden für 
Gesamtmenge statt 4,00 g Äpfelsäure 4,00 g = 100 Proz. 


Über die Äpfelsäure können wir also dasselbe Urteil wie über die 
Citronensäure fällen. 


III. Weinsäure. 
Literaturangaben über die Assimilierbarkeit der Weinsäure. 


Laurent?) fand, daß die Weinsäure in lproz. Lösung für die Hefe als 
Kohlenstoffnahrung verwendbar ist. Condelli®) berichtet über eine Spaltung 
der Weinsäure durch Aspergillus niger. Mit Aceton getöteter Mycoderma 
cerevisiae verzehrt die d- und ]-Weinsäure durch das Pilzmycel (Ferment- 


1) F. Batelli und L. Stern, diese Zeitschr. 81, 478—505; C. 1911, II, 
S. 1227. / 

2) W. Burger, Ber. d. Physiol. 2, 2, 1922. 

3) Abderhalden, Biochem. Arbeitsmeth. 2, 36. 

4) E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

5) S. Condelli, Gaz. chim. ital. 84, II, S. 86— 96; C. 1904, IT, S. 824. 
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wirkung) unter Abnahme der Kohlensäurebildung [also keine Oxydation ]?). 
Nach Neuberg und Karzag*) greift die Hefe gewisse C-Verbindungen ohne 
Anwesenheit von Sauerstoff an. Unter diesen auch die d-Weinsäure; 
Karzag hat die Untersuchungen auf die verschiedenen Weinsäuren aus- 
gedehnt, indem er in 1,5proz. Lösungen der freien Säuren oder ihrer Kalium- 
salze die Heferassen D und K wachsen ließ. Auch Hefanol wurde verwendet. 
d-Weinsäure gab dabei mit Hefe eine kräftigere Kohlensäureentwicklung 
als 1-Weinsäure; d, l1-Weinsäure gab in der gleichen Zeit weniger Kohlen- 
säure als d-Weinsäure, aber mehr als die l-Säure; Meso- oder i-Weinsäure 
verhielt sich so wie die d-Weinsäure?). Freie d-Weinsäure mit Reinzucht- 
hefe versetzt, fault selbst nach zwei- bis dreimonatigem Verweilen bei 38° 
nicht, während die Kaliumsalze schon in kurzer Zeit in eine übelriechende, 
schleimige Gärung übergingen. Das Gärgut enthielt flüchtige Fettsäuren, 
Milchsäure, Bernsteinsäure und Anzeichen für die Anwesenheit von Acet- 
aldehyd. Die Befunde sprechen dafür, daß die Wirkung der Hefe auf die 
Weinsäure vorwiegend in Reduktionsprozessen besteht $). 1-Weinsäure kann 
durch Aspergillus niger aus Traubensäure erzeugt werden mit 60 Proz. 
Ausbeute; 40 Proz. der l-Weinsäure wird assimiliert. d-Säure kann auch 
ebensogut für den Aufbau von Pilzsubstanz verwendet werden. Nach 
2 Monaten trat eine kräftige Entwicklung auf Linksweinsäure ein, Anti- 
weinsäure wird kaum angegriffen [H. Watermann ®)]. Went hat bei Mondo 
sitophila Sacc. die Assimilierbarkeit verschiedener Kohlenstoffquellen 
bestimmt. K-Tartrat, K-Citrat und Na-Succinat wurden nach 20 Tagen 
sehr schwach assimiliert. Er fand, daß Hefe am leichtesten Citronensäure, 
dann Äpfelsäure, viel weniger Weinsäure und sehr wenig Bernsteinsäure 
verarbeitete. Bei Aspergillus®) erwiesen sich Wein-, Citronen-, Äpfel-, 
Bernstein- und Oxalsäure in dieser Reihenfolge geeignet zur Bildung von 
Stärke (Boas). Versuche, betreffend die Einwirkung verschiedener Wein- 
heferassen auf Weinsäure während des Wachstums und der Gärung in 
Bierwürze, ergaben, daß das Verschwinden größerer Menge Weinsäure 
bei der Gärung und Lagerung der Weine weit eher auf Bakterientätigkeit, 
als auf die Lebenstätigkeit der Hefe zurückzuführen ist”). Müller-Thurgau 
und Osterwalder®) fanden, daß eine solche Zerstörung der Weinsäure durch 
Bact. tartarophtorum unter Bildung von Essigsäure und Kohlensäure ver- 
ursacht wird. Sie isolierten die Bakterie und fanden, daß sie auch Äpfel- 
säure zerlegt. Eine erhebliche Vermehrung der Hefe kann ohne Gärung 
eintreten bei Fehlen von Zucker und selbst anderen Kohlehydraten. Als 
geeignete C-Quelle hierfür werden unter praktischen Gesichtspunkten 
besonders Glycerin und Weinsäure von Bokorny?) hervorgehoben. Nach 


1) O. Herzog, O. Ripke, O. Saladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 73, 
284 — 289, 290—301. 

2) C. Neuberg und L. Karzag, diese Zeitschr. 86, 60—67; C. 1911, IV. 
S. 1606. 

3) L. Karzag, ebendaselbst 88, 516—518; C. 1912, II, S. 1235. 

1) Derselbe, ebendaselbst 48, 44—46; C. 1912, IV, S. 1482. 

5) H. Watermann, C. 1914, I, S. 485. 

6) F. Boas, diese Zeitschr. 81, 80—86; ©. 1917, II, S. 29. 

7) W. Seifert, C. 1915, TI, S. 161. 

8) Müller-Thurgau und A. Osterwalder, Landw. Jahrb. d. Schweiz 1919; 
C. 1919, II, S. 90. 

2) Th. Bokorny, Bakt. Zentralbl. 50, II. Abt., S. 23—33; C. 1920, III, S. 54. 
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Kostytschew und Afanassjewa!) produziert eine Kultur von Aspergillus niger 
auf Weinsäure immer Alkohol. Bei Sauerstoffabschluß bilden sich immer 
zuckerartige Stoffe. Eine Verarbeitung der Weinsäure über Zucker als 
Zwischenprodukt findet also statt. 

Penicillium glaucum gibt zehnmal geringere Mengen Alkohol aus 
Zucker als Aspergillus. Nach S. Condelli?) wird razemische Weinsäure von 
Sacch. Pasteurianus II (Hansen) bei gewöhnlicher Temperatur nicht ver- 
ändert, während die gleichzeitig zugesetzte Glucose vollständig vergoren 
wird. Die Weinsäure wird von Naegeli und Leiw?) als Kohlenstoffquelle 
dritten Ranges betrachtet; Citronensäure ebenfalls. 


Versuchsdaten. 
Die Weinsäure wurde in Form von Natrium und Ammonium- 
tartrat wie die vorher beschriebenen Säuren untersucht. 


1l. Natriumtartrat. 

So viel Natriumbitartrat wurde in 500 ccm destillierten Wassers gelöst, 
daß die Lösung 5g Weinsäure (C,H,O,) enthielt. Während 10 Stunden 
wurde im Sauerstoffstrom geschüttelt und nachher in dem Filtrate der 
über Kieselgur filtrierten Probe die Weinsäure als saures Kaliumtartrat 
bestimmt. In einer Porzellanschale wurden 50 cem des Filtrats mit 25 ccm 
n/5 Salzsäure und 4 ccm 20proz. Kaliumchloridlösung versetzt. Um saures 
Kaliumtartrat aus der vorhandenen Natriumverbindung zu bilden, sind 
demnach Salzsäure (theoretische Menge: 67 ccm n/10 Salzsäure pro lg 
Weinsäure) und Kaliumchlorid (theoretische Menge: 0,5g Kaliumchlorid 
pro lg Weinsäure) im Überschuß zugefügt worden. 

Die Flüssigkeit wurde jetzt auf dem Wasserbade bis zu einem Volumen 
von ungefähr 10 cem eingedampft (eventuelle kolloidale Trübungen werden 
abfiltriert). Zu dem Rest in der Schale wurden 100 ccm 96proz. Alkohol 
langsam und unter Umrühren zugesetzt $). Nach 12 Stunden wurde der 
Niederschlag abfiltriert, mit Alkohol gut gewaschen (dreimal) und in 40 ccm 
heißen Wassers gelöst und schließlich mit n/10 Lauge und Phenolphthalein 
titriert. 

Mit Ausnahme von Weinsäure enthielt das Filtrat keine von den 
früher erwähnten Säuren. 

Versuch. 50 g Preßhefe und 500 cem Natriumtartratlösung (enthaltend 
5,00 8C,H,0,) = 535 cem Totalvolumen wurden 10 Stunden im Sauerstoff- 
strom bei gewöhnlicher Temperatur geschüttelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Trockensubstanz der Hefe 25 Proz. 

Versuchszeit 10 Stunden. 

Die während des Versuches gebildete Kohlensäure: Nach 10 Stunden 
1,1 g Kohlensäure. 


Die Weinsäureanalyse zeigte, daß die Hefe keine Einwirkung 
auf diese Säure ausgeübt hatte. Wiedergefunden für Gesamtmenge 
statt 5,00 g Weinsäure 4,99 g = 100 Proz. 


1) S. Kostytschew und M. Afanassjewa, Jahrb. f. wiss. Botan. 60, 
328—651, 1921. 

2) S. Condelli, Gazz. chim. ital. 51, II, S. 309—324, S. 1921. 

3) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenzentralbl. 1921, S. 217. 

4) R. Kunz, Arch. f. Chem. u. Mikrosk. 1915, Heft 3. 
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2. Ammoniumtartrat. 

5,00 g Weinsäure wurden in destilliertem Wasser gelöst und mit 10proz. 
Ammoniak bis zur neutralen Reaktion auf Lackmus versetzt, danach zu 
500 cem aufgefüllt. 

Versuch. 50g Preßhefe und 500 eem Ammoniumtartratlösung (ent- 
haltend 5,00 g C,H,O,) = 535 cem Totalvolumen wurden 8 Stunden be: 
gewöhnlicher Temperatur geschüttelt. 

Trockensubstanz der Hefe 25 Proz. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Versuchszeit 8 Stunden. 

Die während des Versuches gebildete Kohlensäure: Nach 8 Stunden 1,1g. 


Die ganze zugesetzte Weinsäuremenge konnte nach dem Ver- 
suche in der Suspension nachgewiesen werden. Wiedergefunden für 
Gesamtmenge statt 5,00 g Weinsäure 5,00 g = 100 Proz. 

Was von Citronensäure früher gesagt worden ist, gilt also auch 


für Weinsäure. 
IV. Bernsteinsäure. 


Literaturangaben über die 
Assimilierbarkeit der Bernsteinsäure. 

Nach Laurent!) assimiliert die Hefe Bernsteinsäure in Iproz. Lösung. 
Mycoderma cerevisiae, Monilia candida und Oidium lactis zerstören, wenn 
sie in Nährlösungen mit 14- bis 3 proz. Bernsteinsäure wachsen, diese Säure 
nach 11, Monaten unter Kohlensäureentwicklung (Oxydation). Mit Aceton 
getötetes Mycoderma cerevisiae verzehrt die Bernsteinsäure durch das 
Alycel (fermentativ), aber die Kohlensäureentwicklung nimmt dabei ab 
[keine Oxydation]?). Bei Aspergillus niger erwiesen sich nach Boas?) Wein- 
säure, Citronensäure, Äpfelsäure, Bernsteinsäure und Oxalsäure in dieser 
Reihenfolge als geeignet zur Bildung von Stärke. Nach Bokorny*) sind 
gewisse grüne Pflanzen geeigneter, Bernsteinsäure zu zerstören als Pilze. 
namentlich Hefe. Die Bernsteinsäure ist, wenn überhaupt, eine schlechte 
Nahrung für Hefe. — Nach Braun und Cahn-Bronner®) ist die Beziehung 
zwischen Stoffwechsel und Sauerstoffbedürfnis der Bakterien von beson- 
derer Wichtigkeit. 

Paratyphus B-Bazillen und Bacterium coli wachsen auf Ammonium- 
salzen und Bernsteinsäure; Typhus- und Shiga-Kruse-Bazillen nicht. Alle 
Tiergewebe oxydieren Bernsteinsäure zu Äpfelsäure®). Bei der Einwirkung 
von Muskelbrei’) auf Bernsteinsäure in Gegenwart von Sauerstoff entsteht. 
zunächst unter Eliminiorung von zwei H-Atomen Fumarsäure.. Durch 
weitere Einwirkung lagert sich Wasser an die Fumarsäure und d, l-Äpfel- 
säure wird gebildet. 


1) E. Laurent, Ann. Soc. Belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

2) Herzog, Ripke und Saladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 284 — 289. 
290 — 301. 

3) F. Boas, diese Zeitschr. 81, 80— 86; C. 1917, II, S. 29. 

4) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenzentralbl. 1921, S. 217. 

5) H. Braun und C. Chan-Bronner, Klin. Wochenschr. 1, 1824 — 1825. 
1923; C. 1923, I, 5. 107. 

6) F. Batelli und L. Stern, diese Zeitschr. 80, 172—194; O. Meyerhoj. 
C. 1919, IIT, S. 394. 

7) H. Einbeck, diese Zeitschr. 95, 296—305; C. 1919, III, S. 618. 
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' Versuchsdaten. 

Dieselbe Methodik wie bei den übrigen Säuren ist auch hier 
verwendet worden. 

1. Natriumsuccinat. 

Die Konzentration des Natriumsuccinats war bei diesem Versuche 
so groß, daß in der totalen 535 ccm großen Versuchsflüssigkeit 5,00 g 
Bernsteinsäure (C,H,O,) vorhanden waren. 

Bestimmung der Säure: 50 ccm des Filtrats der über Kieselgur fil- 
trierten Versuchsflüssigkeit wurden in einer Porzellanschale mit 15 bis 
17 ccm verdünnter Schwefelsäure (1:4) versetzt, auf dem Wasserbade 
erhitzt und mit so viel 5proz. Kaliumpermanganatlösung versetzt, daß 
Entfärbung nach 3 Minuten (auf dem Wasserbade) eintrat. Die Bernstein- 
säure, eine von den resistentesten organischen Verbindungen, wird von 
dem Permanganat nicht oder nur sehr wenig angegriffen, dagegen. aber 
werden andere in dem Filtrat eventuell vorhandenen organischen Säuren 
(Wein- und Äpfelsäure) zerstört. Der Überschuß von Permanganat wurde 
mit etwas Ferrosulfat entfernt. Die Bernsteinsäure wurde jetzt in einem 
Soxhletapparat (für Flüssigkeiten) mit alkoholfreiem Äther während 
16 Stunden extrahiert, der Äther nachher abdestilliert und der Rückstand 
in heißem Wasser gelöst, kalt filtriert und schließlich mit Lauge titriert?). 

Versuch. 50g Preßhefe und 500 ccm Natriumsuccinatlösung (ent- 
haltend 5,00 g C,H,0,) = 535 ccm Totalvolumen wurden 10 Stunden im 
Sauerstoffstrom bei gewöhnlicher Temperatur geschüttelt. 

Trockensubstanz der Hefe 25 Proz. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Versuchszeit 10 Stunden. 

Die während des Versuches gebildete Kohlensäure: Nach 10 Stunden 1,4g. 


Laut Analysen hat keine bedeutende Abnahme der Bernstein- 
säure während des Versuches stattgefunden. 

Wiedergefunden für Gesamtmenge statt 5,00g Bernsteinsäure 
4,55 g = 91 Proz. 

2. Ammoniumsuccinat. 

Ein ähnlicher Versuch wurde mit diesem Salz vorgenommen (50 g 
Preßhefe und 500 cem Ammoniumsuccinatlösung, enthaltend 2,50 g C, H604), 
auch ohne merkliche Veränderung der Bernsteinsäure hervorzurufen. 

Wiedergefunden für Gesamtmenge statt 2,50g Bernsteinsäure 
2,23 g = 89 Proz. 

Wir können also über die Bernsteinsäure dasselbe Urteil wie über 
die Citronensäure fällen. 


B. Versuche mit Acetessigsäure. 
Literaturangaben über die Einwirkung von Bakterien und 
Pilzen auf Acetessigsäure und Aceton. 

Über die Einwirkung von Hefe bzw. Pilzen und Bakterien auf die 
Acetessigsäure liegen sehr wenige Untersuchungen vor. Neuberg?) hat in 


1) R. Kunz, Zeitschr. f. d. Unters. d. Nahrungs- u. Genußmittel 6, 
721, 1903; Abderhalden, Biochem. Arbeitsmeth. 2, 26. 

2) C. Neuberg in Oppenheimers Handb. d. Biochem. d. Menschen u. 
Tiere, Ergänzungsband, S. 608, 1913. 
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seinem Schema über den Zuckerumsatz der Zölle eine Bildung von Acet- 
essigsäure durch Oxydation von f-Oxybuttersäure angenommen. Die 
Acetessigsäure kann nach demselben Schema teils eine Ketospaltung zu 
Aceton und teils eine Säurespaltung zu Essigsäure durch die Zelle erfahren. 
Durch Vergärung von Stärkesubstanzen und Zuckerarten mit gewissen 
Bakterien und Schimmelpilzen entsteht Aceton. Nach Speakman!) bildet 
Bacillus butylicus durch Vergärung von Stärke Aceton aus der zunächst 
entstehenden Buttersäure durch Oxydation über Acetessigsäure. Bacülus 
acetoaethylicus ?) vergärt Glykose, Xylose, Stärke und Saccharose zu Essig- 
säure, Ameisensäure, Milchsäure, Alkohol, Aceton und Kohlensäure. Nach 
Loew? ) ist Aceton für Bakterien eine taugliche Nahrung; für Hefen dagegen 
nicht®). Acetessigester wird von Pilzen und Algen assimiliert*) [offenbar 
eine Spaltung des Esters und Ausnutzung der Komponente °)]. 


Versuch 1. Versuchsdaten. 

Die Herstellung der Säure geschah durch Verseifung des Acetessig- 
säureäthylesters. 6,5 g des Esters wurden mit 3,0g Kaliumhydrat und 
115 g destillierten Wassers versetzt und 24 Stunden in der Kälte stehen- 
gelassen ®). Sodann wurde mit Schwefelsäure und Lackmus genau neutra- 
lisiert und auf 500 ccm aufgefüllt. Von dieser Lösung kamen 250 und 
200 ccm bei dem Versuche (s. unten) zur Verwendung. Die Bestimmung 
der Acetessigsdure geschah jodometrisch durch Acetonbestimmung (Jodo- 
formbildung) nach Messinger-Huppert in der Ausführung von Embden und 
Schmidt®). Bei der Destillation spaltet sich die Acetessigsäure quantitativ 
in Aceton und Kohlensäure. 

Nach der unten angeführten Verseifungsformel bildet: sich Äthyl- 
alkohol, was aber „ohne jeden Einfluß auf die gebundene Jodmenge ist. 
da er in der Kälte nur äußerst träge mit der alkalischen Jodlösung reagiert‘‘®). 

Die oben hergestellte Acetessigsäurelösung enthielt pro 1000 ccm 
13 g des entsprechenden Esters oder 10,2 g der Säure (theoretisch), 3 cem 
der Lösung wurden mit Wasser auf 150 ccm verdünnt und zwecks Be- 
stimmung des Gesamtacetons nach Messinger-Huppert destilliert. Das 
Destillat mit 40 ccm n/10 Jodlösung und Natronlauge versetzt (die ver- 
wendeten Reagenzien wurden auf ihr jodbindendes Vermögen geprüft). 

In dieser Weise konnten in 500 ccm der Lösung 4,76 g Acetessigsäure 
bestimmt werden (statt theoretisch 5,10 g). 

Das der Acetessigsäure beigemengte präformierte Aceton wurde nach 
Folin’) in Beem Lösung, die mit Wasser auf 20 ccm verdünnt waren, be- 
stimmt. Der Gehalt der Lösung an präformiertem Aceton betrug für 
500 ccm 0,06 g. 


1) H. Speakman, Journ. f. biol. Chem. 48, 401—411, 1920; C. 1921. 
I, S. 38. 

2) Arzberger, Peterson und Fred, Journ. of biol. Chem. 44, 465— 479. 
1920; Northorp Ashe Senior, ebendaselbst 89, 1919; C. 1920, III, S. 695. 

3) Loew, Centralbl. f. Bakt. 1892. 

4) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- u. Hopfenzentralbl. 1922, S. 1057—1060: 
C. 1923, I, S. 360. 

5) Ceresole, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 15, 1327, 1872; Beilstein, 1. 
S. 591. 

6) Abderhalden, Biochem. Arbeitsmeth. 8, 913—914. 

7) Folin, Journ. of biol. Chem. 8, 177, 1907; Abderhalden, Biochem. 
Arbeitsmeth. 8, 924. 
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Sowohl die so gefundenen Werte für das präformierte Aceton als 
auch für das Gesamtaceton änderten sich während einiger Tage nicht. 

Die Verseifung des Acetessig- 
säureäthylesters verläuft nach fol- 






gender Gleichung: S 5 
CH,COCH,C0,6,H, + H,O = di 
CH,COCH,COOH + C,H,OH. £ $ 
Dabei entsteht also Äthylalkohol. ER 


Oben ist die bei der Hydrolyse ge- 
bildete Acetessigsäure mit 4,76g dl, 
bestimmt worden. Die entstandene | ER RENE, LV ÄR E 
Alkoholmenge beträgt also 2,14 g. IH FA 


Wie die übrigen bisher unter- 

suchten Säuren wurde auch die Nauen EM 
Acetessigsäure im Schüttelkolben 

mit Hefe und Sauerstoff be- f 

handelt. Um von dem Sauerstoff- 

strom eventuell mitgerissenes Ace- ER A 
ton abzufangen, wurden zwischen | 

dem Schüttelkolben der Haupt- Ban 
probe A und den dazu gehörigen u Bif 
Barytvorlagen drei Gaswasch- f u 
flaschen mit je 100 ccm kalten | 

destillierten Wassers eingeschaltet. 

Die Flaschen standen in einem \ en 
Gefäß mit möglichst kaltem Wasser — = 
[vgl. Bestimmung von Atemace- 
ton il Die nebenstehende Ab- 
bildung zeigt die für die Haupt- 
probe verwendete Apparatur. 

A. Hauptprobe. 25g Preßhefe 
und 250 ccm einer Lösung von acet- 
essigsaurem Kalium (enthaltend 
2,38 g Acetessigsäure, 

CH,COCH,COOH, 

und 1,07 g Äthylalkohol) = 267 cem 
Totalvolumen wurden 9 Stunden 
im Sauerstoffstrom bei gewöhn- 
licher Temperatur (18 bis 20°) ge- 
schüttelt, danach bei derselben 
Temperatur 14 Stunden über Nacht 
stehengelassen und am nächsten 
Tage 41, Stunden mit Sauerstoff- 
strom geschüttelt. 


Trockensubstanz der Hefe un- 
gefähr 25 Proz. 


Reaktion der Versuchsflüssigkeit vor dem Versuche neutral, nach 
dem Versuche schwach alkalisch. 


Barytvorlage 


Er 
32%, 
Abb, 1 


Acetonvorlage 





Schüttelkolben 


1) Fr. Veit, Arch. f. klin. Med. 66, 1899; Abderhalden, Biochem. 
Arbeitsmeth. 8, 916. 
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Totale Versuchszeit 274, Stunden. 
Die während des Versuches gebildete Kohlensäure: 


In Barytvorlage 1 wurden gefunden . . . 1,00g Kohlensäure 

(E „ 2 sn TE s e e 0,44 KR 39 

LE LEI 3 99 ?9 e S s 0,06 g LA 
Summa. . . l „50 g 


Nach dem Versuche wurde die Versuchsflüssigkeit über Kieselgur 
filtriert und dann in 3 und 5ccm des klaren Filtrats wie oben Gesamt- 
aceton und präformiertes Aceton bestimmt. Auf das Totalvolumen (267 ccm) 
der Versuchsflüssigkeit umgerechnet, wurden so gefunden: 

Gesamtaceton. . . . . . . - 1180 mg 
und präformiertes Aceton . .. 52 

In den Gaswaschflaschen konnten folgende Acetonmengen bestimmt. 

werden: 





Gaswaschflasche 1 +2 .. . . 7,2mg Aceton 
9 3 . . e D 99 LI 
Summa. . . 7,2 mg 


B. Blindprobe. 25g Preßhefe und 250cem destillierten Wassers 
= 267 ccm Totalvolumen wurden wie oben im Sauerstoffstrom geschüttelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Die während des Versuches gebildete Kohlensäure: 








Barytvorlag 1. ......6035g 
Re 2.22 220.0.6004g 
en d o e . . 001g 

Summa. . . 0,40g 


Da in der Hauptprobe sich 1,50 g Kohlensäure gebildet haben, kommen 
also 1,50 — 0,40 = 1,1 g auf Rechnung der Acetessigsäure und des Alkohols 
derselben Probe. 

C. Gewöhnliche Gärungsprobe (ohne O,-Zufuhr). 20g Preßhefe und 
200 cem obiger Acetessigsäurelösung = 214 ccm Totalvolumen wurden 
zwecks Verteilung der Hefe in einem zugekorkten Kolben durchgeschüttelt 
und dann während 274, Stunden bei gewöhnlicher Temperatur stehen- 
gelassen. Während dieser Zeit wurde ein paarmal kräftig geschüttelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit vor dem Versuche neutral, nach 
dem Versuche schwach alkalisch. 

Wie beim Versuche A wurde auch hier nach der Schüttelung in der 
Hefesuspension präformiertes Aceton und Gesamtaceton bestimmt. Um 
mit der Hauptprobe vergleichbare Werte zu bekommen, sind die erhaltenen 
Zahlen auf dasselbe Volumen der Versuchsflüssigkeit, das sind 267 ccm, 
umgerechnet worden. 

Gesamtaceton 1220 mg. Präformiertes Aceton 18 mg. 


Diskussion der Versucehsresultate. 


Tabelle I. 

Die verwendete Acetessigsäurelösung enthielt in 250 cem: 
a) Gesamtaceton . . 2» 2 2 2 2 een... 1380 mg 
b) Präformiertes Aceton. . . ee 30 — 
ec) a — b = Aceton aus der eege . . . 1350 ,„ 
d) Acetessigsäure aus cl berechnet . . . . . . . 2380 , 


e) Präformiertes Aceton in Proz. vom Gesamtaceton 2,2 Proz. 
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Während des Versuches veränderte sich die Acetessigsäurelösung 
nicht. 

Eine ähnliche Zusammenstellung der Resultate der Acetessigsäure 
und Acetonbestimmungen der Proben A und C gestaltet sich folgender- 
maßen. Die Ziffern der untenstehenden Tabelle beziehen sich auf das 
Totalvolumen der Versuchsflüssigkeit, 267 ccm (Flüssigkeit und Hefe- 
zellen). 

Tabelle II. 


Acetessigsäure- und Acetonbilanz der Proben A und C 
nach 27stündiger Versuchszeit: 



































Probe A | Probe C 
&,) Gesamtaceton in der Suspension. ..... | 1180 mg | 1220 mg 
Sal & + b, = totaler Gehalt an Gesamtaceton.. | 1187 „ 1220 „ 
b,) Präformiertes Aceton in der Suspension . . 52 hi IB , 
b,) Aceton in den Vorlagen .. .. a.. | Toa 0, 
b) b, + b, = totaler Gehalt an freiem Aceton 59 „ 18 „ 
c) a — b, = Aceton aus der Acetessigsäure . | 1128 „ 1202 „ 
d) Acetessigsäure aus c berechnet . . .... 1980 „ 2120 „ 
e) Acetongehalt, b,, in Prozenten von dem Ge- 
samtaceton, BB. . 2. 2: 2: 0 en nenn 5,0 Proz. | 1,5 Proz. 


In Prozenten von dem Acetessigsäuregehalt der ursprünglichen 
Lösung, 2380 mg, beträgt der Gehalt derselben Säure in der Probe A 
83,3 Proz. und in der Probe C 89,1 Proz. 

Wir konstatieren also eine Abnahme der bestimmbaren Acetessig- 
säure im Falle A (Sauerstoff gelüftet) von 16,7 Proz. und im Falle C 
von 10,9 Proz. Auffallend ist, daß der Gehalt an freiem Aceton der 
beiden Proben so klein ist, besonders, daß dieser Gehalt in C sogar 
kleiner ist als der der Acetessigsäurelösung. Bei der Zersetzung der 
Säure durch die Hefe scheint es, daß Aceton nicht gebildet wird, oder 
daß es, wenn es gebildet wird, sofort von der Hefe assimiliert oder 
von derselben veratmet wird. 


Kohlenstofjbilanz. 

6,5 g Acetessigester wurden hydrolysiert, wobei 5,1 g Acetessig- 
säure entstehen sollten. In 250 ccm sollten also 2550 mg vorhanden 
sein; wir haben aber nur 2380 mg Säure und 30 mg präformiertes Aceton 
bestimmen können, was eine Ausbeute von 93,4 Proz. bedeutet. Die 
fehlenden 5 Proz. können wir zufolge der unten erhaltenen Resultate 
als unverseiften Ester betrachten, der von der Hefe genau so wie 
die Säure angegriffen wird. Wir sind also berechtigt, anzunehmen, 
daß wir von einer Versuchsflüssigkeit ausgingen, die rund 2550 mg 
Acetessigsäure, das sind 1200 mg Kohlenstoff, enthielt. 
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Tabelle III. 

Kohlenstoffbilanz der Acetessigsäurelösung (250 cem): 
Acetessigsäure `... 2380 mg enthalten 1120 mg C = 93,4 Proz. 
Freies Aceton. . . .. à 30 ,, be I9 2 see 269. A 
Manko (als Acetessigsäure 

berechnet) . . . .... 130 ,, e 6l „p „= 5l „ 
2540 mg enthalten 1200 mg C = 100,0 Proz. 
Tabelle IV. 
Kohlenstoffbilanz der Proben A und C nach dem Versuche: 
Probe A 
Acetessigsäure . e 1980 mg mit 932mg C = 77,6 Proz. 
Freies Aceton. . . .... i 59 p» 3» gt, p p= 3l yn 
Manko (CO,, Trockensubstanz- 
zunahme der Hefe usw. vgl. 
Tabelle VIII, S. 484). . . 231 „ „= 193 „ 
1200 mg C = 100,0 Proz. 
Probe C 
mee EE EE, 
Acetessigsäure . . . . . . . 2120 mg mit 1000 mg C = 83,4 Proz. 
Freies Aceton. . . . ... n 18: e "eg 1, „= 09 „ 


Manko (CO, Trockensubstanz- 
zunahme der Hefe usw. vgl. 
Tabelle VIII, S. 484). . . 189 „ „= 157 „ 
1200 mg C = 100,0 Proz. 

Der größte Teil der Acetessigsäure, 77,6 und 83,4 Proz., ist von 
der Hefe unberührt geblieben. Die sauerstoffgeschüttelte Hefe, Probe A, 
hat eine bedeutend größere Zerstörung der Säure hervorgerufen als 
die nicht gelüftete; 3,1 bzw. 0,9 Proz. der zugesetzten Säuremenge 
finden wir in Form von Aceton und 19,3 bzw. 15,7 Proz. haben Kohlen- 
säure und Assimilationsprodukte der Hefe geliefert. 

In der Acetessigsäurelösung haben wir 2380 mg der Säure bestimmen 
können und in den Proben A und C haben wir 1980 bzw. 2120 mg 
zurückgefunden. Der Mindergehalt in diesen Proben beträgt also 400 
bzw. 260 mg, und wenn dieses Manko dadurch zu erklären wäre, daß 
die Säure von der Hefe in Aceton und Kohlensäure gespalten wäre, 
so hätten sich dabei 227 bzw. 148 mg Aceton bilden sollen, d. h. die 
Probe A sollte 257 + 30 = 287 mg und die Probe C sollte 148 + 30 
= 178 mg freies Aceton enthalten. Der Kohlenstoffgehalt dieses Acetons 
wäre 179 bzw. Ill mg C und in Prozenten von dem Kohlenstoffgehalt 
der zugesetzten Acetessigsäuremenge 14,9 bzw. 9,3 Proz. In Wirklich- 
keit sind die bestimmten Acetonmengen fünf- und zehnmal kleiner, 
und es scheint also, als ob die Acctessigsäure von der Hefe assimiliert 
worden wäre. 

Versuch 2. Versuchsdaten. 


Die Herstellung der Säure geschah wie beim vorigen Versuche. 40g 
Acetessigester wurden mit 18,7g Kaliumhydrat und 712g destillierten 
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Wassers versetzt und 24 Stunden in der Kälte stehengelassen. Sodann 
wurde mit Schwefelsäure genau (Lackmus) neutralisiert und auf 1000 ccm 
aufgefüllt. Die Bestimmungsmethoden waren dieselben wie im vorigen 
Versuche. Von dieser Lösung kamen bei den folgenden Untersuchungen 
(Probe A und C) je 400 ccm zur Verwendung. 

Ausgeführte Analysen ergaben, daß 400 ccm der Lösung 


Gesamtaceton. . . s. 2 ss e’ 6800 mg 
und präformiertes Aceton . .... 124 „ 


enthielten. Hieraus läßt sich berechnen, daß die bei der Hydrolyse des 
Acetessigesters entstandene Alkoholmenge 5,85 g betrug (pro 400 cem). 
Außerdem enthielt die Lösung noch Kaliumsulfat. 

Um eine vollständige Kohlenstoffbilanz über die bei der Zersetzung 
der Acetessigsäure durch die Hefe gebildeten Produkte Aceton, Kohlensäure 
und von der Säure stammende Assimilationsprodukte der Hefe gegenüber 
der zugesetzten Säuremenge aufstellen zu können, müssen wir die Mengen 
dieser Produkte kennen. In einer Mischung von Hefe und obiger Acet- 
essigsäurelösung kann eine eventuelle Acetonmenge nur von der Säure her- 
rühren und kann also direkt ermittelt werden. Die entwickelte Kohlensäure 
und eine eventuelle Zunahme der Hefentrockensubstanz können dagegen 
außer 

a) von der Acetessigsäure auch 

b) von der in der Versuchsflüssigkeit vorhandenen Alkoholmenge 
stammen. Außerdem wird Kohlensäure 

c) bei der Atmung der Hefe gebildet. Diese beiden Größen Kohlen- 
säure und Assimilationsprodukte der Acetessigsäure müssen also durch 
Differenzbestimmungen ermittelt werden. Wenn wir neben der Haupt- 
probe A eine Blindprobe B mit derselben Hefe- und Alkoholmenge (samt 
Totalvolumen) wie bei der Hauptprobe anstellen und diese Blindprobe 
genau so wie die Hauptprobe behandeln, so können wir durch Kohlensäure 
und Hefetrockensubstanzbestimmungen in den beiden Proben die ge- 
wünschten Faktoren durch Differenzberechnung feststellen. 

Die von dem Sauerstoffstrom aus dem Schüttelkolben der Haupt- 
probe A mitgerissene Acetonmenge wurde wie beim vorigen Versuche in 
drei eisgekühlten Gaswaschflaschen mit je 100 ccm destillierten Wassers 
aufgefangen. 

Außer diesen beiden Proben A und B wurden zwei ganz gleiche, C 
und D (A und B entsprechend), aber ohne Sauerstoffdurchleitung und 
Schüttelung angesetzt. Schließlich wurde die Trockensubstanz der ver- 
wendeten Hefe in 40 g derselben ermittelt. 


A. Haupiprobe. 40g Preßhefe + 400 ccm der Lösung von acetessig- 
saurem Kalium (enthaltend 11720 mg Acetessigsäure, 125 mg Aceton und 
5350 mg Äthylalkohol) = 428 ccm Totalvolumen wurden 4 Stunden im 
Sauerstoffstrom geschüttelt, danach 13 Stunden über Nacht stehengelassen, 
am zweiten Tage 10 Stunden mit Sauerstoff geschüttelt, sodann 16 Stunden 
über die zweite Nacht stehengelassen und am dritten Tage wieder 4 Stunden 
mit Sauerstoff geschüttelt. Während der ganzen Versuchszeit schwankte 
die Temperatur zwischen 16 und 20°C. 

Trockensubstanz der Hefe vor dem Versuche 23,0 Proz. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit vor dem Versuche neutral, nach 
dem Versuche schwach alkalisch. 

Totale Versuchszeit 47 Stunden. 


32* 
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Nach 4 Stunden wurden die mit je 400 ccm n/5 Barytlösung beschickten 
Vorlagen titriert; nachher mit frischem Baryt gefüllt und nach dem Ver- 
suche wieder titriert. 

Insgesamt sind 2,64 g Kohlensäure in den Barytvorlagen aufgefangen 
worden. 

Bei der Zersetzung des acetessigsauren Kaliums wird eine mit der 
Acetessigsäure äquivalente Menge Kaliumhydrat frei, das sich mit der 
Kohlensäure zu Carbonat oder Bicarbonat verbindet, wodurch ein Teil 
der Kohlensäure retiniert wird und sich der Bestimmung in den Baryt- 
vorlagen entzieht. Bei dem Versuche A sind 7,8 Proz. der zugesetzten 
Acetessigsäure zerstört worden (s. unten). Wenn sich das dabei frei- 
gemachte Kaliumhydrat mit der Kohlensäure zu Bicarbonat verbindet, 
werden 380 mg Kohlensäure in der Versuchsflüssigkeit zurückgehalten; 
wenn dagegen aber neutrales Carbonat gebildet wird, 190 mg. Wir nehmen 
an, daß rund 300 mg retiniert worden sind, und haben also in der Hauptprobe 
eine totale Kohlensäurebildung von 2,64 + 0,3 = 2,94 g bestimmen können. 

Nach dem Versuche wurde die Versuchsflüssigkeit sehr gut durch- 
geschüttelt und von der gleichmäßigen Suspension 50 ccm abpipettiert und 
über Kieselgur klar filtriert. In der restlichen Suspension (378 cem) wurde 
der Trockensubstanzgehalt bestimmt (s. unten). Das Filtrat diente zur 
Ermittlung der Reaktion sowie des Gesamtacetons in l cem und des prä- 
formierten Acetons in 5 cem. Auf das Totalvolumen der Versuchsflüssigkeit 
gerechnet, wurden so gefunden: 


Gesamtaceton. . . 2 . . . . . 6300 mg 
und präformiertes Aceton . . ... 133 „ 


In den Gaswaschflaschen konnten zusammen 25 mg Aceton bestimmt 
werden. 

Die restlichen 378 ccm der Suspension wurden unter unten angegebenen 
Vorsichtmaßregeln zwecks Ermittlung des Gehaltes an Trockensubstanz 
auf dem Wasserbade eingedampft!). Da die Flüssigkeit eine beträchtliche, 


1) Bestimmung der Trockensubstanz: Die Probe E (S. 481) konnte 
sofort in einer Glasschale auf dem Woasserbade eingedampft und dann 
im Trockenschrank (105°) zur Gewichtskonstanz getrocknet werden. Bei 
den übrigen Proben A, B, C und D gelangen je 378 ccm der gut durch- 
geschüttelten und gleichmäßigen Versuchsflüssigkeit auf dem Wasserbade 
zur Verdampfung. Die Proben B und D enthielten nebst Hefe nur Alkohol, 
der durch die Eindampfung entfernt wurde, und konnten folglich wie E 
direkt getrocknet werden. Bei den Proben A und C waren die Verhältnisse 
komplizierter. Beide enthielten Acetessigsäure, die bei der Eindampfung 
in Aceton und Kohlensäure gespalten wurde. Das Aceton wurde verflüchtigt 
und die Kohlensäure bildete mit dem Kalium (aus dem acetessigsauren 
Kalium) Carbonat oder Bicarbonat. Die Suspensionen wurden also stark 
alkalisch, aber da Ammoniak nur in Spuren vorhanden war, brauchen 
wir keine Verluste an Trockensubstanz befürchten. Nach Neutralisation 
mit Schwefelsäure, wobei große Mengen Kohlensäure entwichen, konnte 
die Eindampfung einwandfrei vollzogen werden. Die in diesen beiden 
Proben vorhandenen Mengen von Kaliumsulfat sind genau bekannt und 
müssen, wenn wir mit den übrigen Proben vergleichbare Werte bekommen 
wollen, von den direkt bestimmten Trockensubstanzmengen abgezogen 
werden. Die in 378 cem Flüssigkeitsvolumen ermittelten Werte wurden 
in den Proben A, B, C und D auf ein Volumen von 428 ccm umgerechnet. 
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aber bekannte Menge an Kaliumsulfat, die von der Neutralisation des 
Acetessigesterhydrolysatse und von der während des Eindampfens zu- 
gesetzten Schwefelsäure herrühren, enthielt, muß diese Menge von der 
direkt bestimmten Trockensubstanz abgezogen werden. 

Auf 428 ccm umgerechnet, erhielten wir so eine korrigierte Trocken- 
substanzmenge von 10,18 g. (Die Acetessigsäure wurde beim Eindampfen 
in Aceton und Kohlensäure, die entwichen, gespalten.) 

B. Blindprobe.. 40g Preßhefe + 400 ccm wässeriger Alkohollösung 
(enthaltend 5,35 g Alkohol) = 428 ccm Totalvolumen wurden genau so 
wie die Hauptprobe mit Sauerstoff geschüttelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Die während des Versuches gebildete Kohlensäure 1,44 g. 

Auf Rechnung der Acetessigsäure der Probe A kommen demnach 
2,94 — 1,44 = 1,50 g Kohlensäure. 

Wie bei der vorigen Probe A wurde auch hier die Trockensubstanz 
in der restlichen Versuchsflüssigkeit bestimmt (vgl. die Anmerkung S. 480). 
Sie betrug in einem Volumen von 428 ccm 9,58 g. 

Die Trockensubstanzmenge der Probe A war 10,18g und ist also um 
600 mg größer. Die Acetessigsäure hat eine Vermehrung der Trocken- 
substanz der Hefe von 600 mg verursacht. 

C. Gewöhnliche Gärungsprobe. 40 g Preßhefe + 400 cem obiger Acet- 
essigsäurelösung = 428 ccm Totalvolumen wurden zwecks Verteilung der 
Hefe in einem zugekorkten Kolben durchgeschüttelt und dann während 
47 Stunden neben den beiden oben beschriebenen Proben stehengelassen. 
Während dieser Zeit wurde ein paarmal kräftig durchgeschüttelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit vor dem Versuche neutral, nach 
dem Versuche schwach alkalisch. 

Nach dem Versuche wurden pro 428 ccm bestimmt: 

Gesamtaceton. . . 2 . . . . . 6840 mg 
und präformiertes Aceton . . ... y 

Die Bestimmung und Berechnung der Hefetrockensubstanz geschah 
so wie bei der Probe A. Sie betrug 9,86 g. 

D. Blindprobe der Probe C. 40g Preßhefe + 400 ccm wässeriger 
Alkohollösung (enthaltend 5,35 g Äthylalkohol) = 428 ccm Totalvolumen 
wurden wie C behandelt. 

Reaktion der Versuchsflüssigkeit neutral. 

Die Trockensubstanzmenge betrug in 428 ccm 9,16 g. 

Die Trockensubstanzzunahme in C ist also 9,36 — 9,16 = 0,20 g oder 
200 mg. 

E. Trockensubstanzbestimmung der Hefe. 40 g Preßhefe wurden sofort 
in einer Glasschale auf dem Wasserbade eingedampft und dann im Trocken- 
schrank (105°) zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

40 g Preßhefe enthielten Trockensubstanz 9,24 g. 

Gegenüberstellung der ermittelten Trockensubstanzmengen: 


Probe A . . 10,18g Substanz + (420 + 600) = 1020 mg 
an B... 958g n + 420 mg 
wo Ci 9,36 g Se + 200 ,, 
a EK 9,16 g = T AEN 
ve: E 9,24 g » + 80 „ 


Alle Proben enthielten 40 g Preßhefe; A, B, C, D außerdem 5,35 g 
Alkohol und A und C schließlich noch 11,72g Acetessigsäure und 
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0,16 g freies Aceton. A und B waren Sauerstoffproben, C und D ge- 
wöhnliche Gärungsproben. E repräsentiert das Ausgangsmaterial. 

B und D enthalten keine Acetessigsäure, aber weisen trotzdem 
eine beträchtliche Differenz auf (420 mg). In der ersten Probe ist die 
Hefe mit einer Alkohollösung bei intensivster Sauerstofflüftung be- 
handelt worden, was einen teilweisen Aufbau des Alkohols durch die 
Hefe zu Kohlehydraten, die sich in der Hefe abgelagert haben und 
somit eine Zunahme der Hefentrockensubstanz hervorgebracht haben, 
verursachte. Die Probe D ist dagegen ohne Lüftung und Sauerstoff- 
zufuhr mit derselben Alkoholmenge ruhig gestanden und zeigt gegen- 
über Probe E sogar eine kleinere Trockensubstanz, was durch die 
Selbstgärung der Hefe in D erklärt wird. Der Alkohol ist in diesem 
Falle ganz inaktiv geblieben. 

Die Differenzen A — B und C — D, 600 und 200 mg, sind der 
Acetessigsäure zuzuschreiben; die Differenz A — D der Acetessigsäure 
und dem Alkohol. Die Sauerstofflüftung hat also beträchtliche Wir- 
kungen hervorgerufen. 


Diskussion der Versuchsresultate. 
a) Die Zusammensetzung der Acetessigsäurelösung vor und nach dem 
Versuche. 

Die hergestellte Aoetessigsäurelösung wurde vor und nach dem 
Versuche analysiert. Um das Gesamtaceton zu bestimmen, wurde 
l ccm der Lösung mit 150 ccm Wasser versetzt und nach Messinger- 
Huppert destilliert. Das präformierte Aceton wurde in 5cem Lösung, 
die mit Wasser auf 20 ccm verdünnt waren, nach Folin ermittelt. 
Die dabei erhaltenen Resultate finden sich in untenstehender Tabelle, 
wo die Ziffern sich auf ein Volumen von 400 ccm beziehen, wodurch 
wir mit den übrigen Proben direkt vergleichbare Werte bekommen. 























Tabelle V. 
Die nach S. 474 hergestellte Acetessigsäurelösung enthält in 400 cem: 
nn E "i Vor dem | Nach dem 
2 f | Versuch | Versuch 
an = — ma E es Dee e a i Zëss r S 
a) Gesamtaceton . . 2.2: 2 2 e a a e | 6800 mg 6770 mg 
b) Präformiertes Aceton. . . . 2. 2 2 2.2... | 124, ! 15. 
c) a — b = Aceton aus der Acetessigsäure. . . | 6676 „ 6625 . 
d) Acetessigsäure aus c berechnet . . ..... ı 11720 „ 11630 „ 


e) Präform. Aceton in Proz. vom Gesamtaceton || 1,8 Proz. , 2,1 Proz. 


In einer Menge von etwa 5 Proz. von der Acetessigsäure ist außer- 
dem Acetessigester (gerechnet als Säure) in der Lösung vorhanden; 

aten. 

Während des Versuches hat sich die Acetessigsäurelösung innerhalb 

Versuchsfehlergrenzen nicht verändert. 
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Eine ähnliche Zusammenstellung der Resultate der Acetessigsäure- 
und Acetonbestimmungen der Proben A und C gestaltet sich folgender- 
maßen. Die Ziffern der untenstehenden Tabelle VI beziehen sich auf 
das Totalvolumen der Versuchsflüssigkeit, 428 ccm. 

















Tabelle VI. 

Acetessigsäure- und Acetonbilanz der Proben A und C nach 47stündiger 
Versuchszeit: 
a Probe A | ProbeC 

ea Baer “ren nen SET DEE rg EE ei a E CN u Ä = = 

gl Gesamtaceton in der Suspension. ..... | 6300 mg 6340 mg 
b,) Präformiertes Aceton in der Suspension . . | 5 75 „ 
b,) Aceton in den Vorlagen . . ... 2.2.0. 25 „ 0„ 
b,) b, + b, = totaler Gehalt an freiem Aceton. || 158 „ 75 „ 
a) äu + b; = totaler Gehalt an Gesamtaceton.. | 6325 „ 6340 „ 
c) a — b, = Aceton aus der Acetessigsäure . . | 6167 „ 6265 „ 
d) Acetessigsäure aus c berechnet. . ..... ' 10800 „ 11000 „ 

e) Acetongehalt, b,, in Prozenten von dem Ge- 

samtaceton, BB. 2. 2.2 2 20 rennen. | 2,5 Proz. | 1,2 Proz. 


In Prozenten von dem Acetessigsäuregehalt der ursprünglichen 
Lösung, 11720 mg, beträgt der Gehalt derselben Säure in der Probe A 
92,2 Proz. und in der Probe C 93,8 Proz. 

Wir konstatieren also auch hier eine Abnahme der bestimmbaren 
Acetessigsäure im Falle A (Sauerstoff geschüttelt) von 7,8 Proz. und 
im Falle C von 6,2 Proz. Wir finden dieselben Erscheinungen wie 
beim vorigen Versuche. In der sauerstoffgelüfteten Probe A ist 
die Zersetzung der Acetessigsäure stärker als in der anderen, C. 
Im Falle A hat sich etwas freies Aceton gebildet, aber in C finden wir " 
wieder eine kleinere Acetonmenge als in der ursprünglichen Acetessig- 
säurelösung, und es scheint, als ob Aceton von der Hefe assimiliert 
werden könnte. 


b) Kohlenstoffbilanz der sauerstoffgeschüttelten Probe A. 


40 g Acetessigester wurden hydrolysiert, wobei theoretisch 31,4 g 
Acetessigsäure entstehen sollten. In 400 ccm sollten also 12560 mg 
vorhanden sein. Wir haben nur 11720 mg Acetessigsäure und 124 mg 
Aceton bestimmen können, entsprechend einer Ausbeute von 93,4 Proz. 
Säure. Von dem Acetessigester sind also ungefähr 5 Proz. in Form 
von anderen Verbindungen als Aceton und Acetessigsäure (z. B. Acet- 
essigester usw.) in der Versuchsflüssigkeit vorhanden. Zufolge hier 
nicht mitgeteilter Versuche wird Acetessigester genau so wie die Säure 
selbst von Hefe angegriffen, und wir machen also keine nennenswerten 
Fehler, wie die untenstehende Bilanztabelle zeigt, wenn wir annehmen, 
daß wir von einer Versuchsflüssigkeit ausgingen, die rund 12500 mg 
Acetessigsäure mit einem Kohlenstoffgehalt von 5900 mg enthielt. 
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Tabelle VII. 

Kohlenstoffbilanz der Acetessigsäurelösung (400 ccm): 
Acetessigsäure . . . . . 11720 mg enthalten 5510 mg C = 93,4 Proz. C 
Freies Aceton ..... 125 5 an 77 an an = 1,3 29 C 
Manko (als Acetessigsäure 

berechnet) . . . . . 665 „ e 313 „ „= 53 „ C 


12510 mg enthalten 5900 mg C = 100,0 Proz. C 


Tabelle VIII. 

Kohlenstoffbilanz der Probe A nach dem Versuche: 
Acetessigsäure . . . . . 10800 mg enthalten 5080 mg C = 86,1 Proz. C 
Freies Aceton . . ....158 „ a 98 „p „= 16 ,, 
Kohlensäure (Differenz 

zwischen A und B). 1500 ,, BR 409 „ „= 69 ,. 
Trockensubstanzzunahme 
der Hefe als C,H,.0; 
(mit 44,4 Proz. C) be- 
rechnet . . . 2... 600 ,, = 265 „ „= 46 „ » 
Manko . .....0.. 48 „ „= 08 „ o 


5900 mg C = 100,0 Proz. C 


Aus Tabelle VIII sehen wir, daß der größte Teil der Acetessig- 
säure (86,1 Proz.) unverändert zurückgeblieben ist. 4,5 Proz. der Säure 
hat die Hefe für Kohlehydrataufbau verwendet und 6,9 bzw. 1,6 Proz. 
finden wir in Form von Kohlensäure und Aceton wieder. Das Kohlen- 
stoffmanko beträgt nur 0,8 Proz. und bestätigt somit die Berechtigung 
„unserer Annahme über den Kohlenstoffgehalt der Acetessigsäurelösung 
bzw. der anfänglichen Versuchsflüssigkeit. Der Mindergehalt der 
Proben A und C an Acetessigsäure gegenüber der ursprünglichen 
Lösung war in A 11720 — 10800 = 920 mg und in C 11720 — 11000 
= 720 mg. Wenn die Acetessigsäure, wie angenommen wird, durch 
die Einwirkung der Hefe in Aceton und Kohlensäure gespaltet wird, 
so hätten sich in diesem Falle 520 mg Aceton und 400 mg Kohlensäure 
bzw. 410 und 310 mg bilden sollen. — A sollte demnach einen Gehalt 
von 520 + 125 = 645 mg (400 mg Kohlenstoff) und C einen solchen 
von 410 + 125 = 535 mg (330 mg C) Aceton aufweisen. Die ent 
sprechenden Werte der Kohlensäure wären die oben genannten 400 
(110 mg C) und 310 mg (85 mg C). 


c) Kohlenstoffbilanz der gewöhnlichen Gärungsprobe C. 


Bei den Proben C und D sind keine Kohlensäurebestimmungen 
ausgeführt worden, aber wenn wir dasselbe Manko wie in A annehmen, 
können wir die in C gebildete, aus der Acetessigsäure stammende 
Kohlensäure berechnen und erhalten so die folgende Bilanztabelle: 
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Tabelle IX. 


Kohlenstoffbilanz der in der Probe C zugesetzten Acetessigsäure und aus 
ihr gebildeter Produkte (Gärung von acetessigsaurem Kalium ohne extra 


Sauerstoffzufuhr). 
Acetessigsäure . . . .. 11000 mg enthalten 5180 mg C = 87,8 Proz. 
Freies Aceton . . .. . 75 „ e 46 „ „= 08 „ 
Kohlensäure (als Diffe- 
renz berechnet) . . . 1970 „ 5 537 „ „= 91 , 


Trockensubstanzzunahme 
als Kohlehydrate 
Eege u (e a0: # 200 ,, er 89, „= 15 „ 

Manko . . aaa a.’ 48 „ „= 08 „ 


5900 mg C = 100,0 Proz. 








In der Probe C sind 87,8 Proz. von der Acetessigsäure unverändert 
zurückgeblieben, also etwas mehr als in A. Wir finden hier dieselben 
Phänomene wie bei der Probe A und wie bei dem ersten Versuche 
mit Acetessigsäure, nur in weniger ausgeprägter Form. Die Menge 
an freiem Aceton hat gegenüber der Acetessigsäurelösung abgenommen. 
Auffallend ist, daß, trotzdem eine kleinere Acetessigsäuremenge als 
in A verschwunden ist, der Kohlenstoffgehalt der CO, doch größer 
als in dieser Probe ist, 9,1 gegen 6,9 Proz. Dafür beträgt aber die 
Trockensubstanzzunahme in C nur ein Drittel von derjenigen in A. 
Die letztgenannte Probe ist sauerstoffbehandelt, C dagegen nicht, 
und man hätte sich deshalb in dieser wegen geringerer Oxydations- 
möglichkeiten eine gegenüber A kleinere Kohlensäuremenge erwartet. 
Die Tatsache läßt sich doch damit sehr gut erklären, daß in C, wo kein 
Sauerstoff zugeführt wurde, der aus der Acetessigsäure stammende 
Alkohol vollständig intakt blieb (was aus der Probe D, 8.481, wo 
dieselbe Alkoholmenge, aber keine Acetessigsäure, unter denselben 
Bedingungen, ohne assimiliert zu werden, vorhanden war, hervorgeht). 
In A und B hat dagegen die Hefe wegen des zugeführten Sauerstoffs 
den darin befindlichen Alkohol für Atmung und Assimilation zum 
Teil verwerten können (vgl. Teil III). In der Probe A stehen also sowohl 
Alkohol als Acetessigsäure für die Ernährung und Atmung der Hefe zur 
Verfügung: in der Probe C nur die Acetessigsäure. Wir verstehen also, 
daß die von der Acetessigsäure gebildeten Assimilationsprodukte der 
Hefe in A viel weniger als in C der Veratmung unterlagen. Damit 
ist die Erklärung über den großen Unterschied in der von der Acet- 
essigsäure verursachten Trockensubstanzzunahme in A und C gegeben, 
und auch die von derselben Säure verursachte größere Kohlensäure- 
bildung in C. In dieser Probe stammt nämlich die gesamte Atmungs- 
kohlensäure a) aus der Verbrennung von Teilen der durch die Assi- 
milation der Acetessigsäure gebildeten Kohlehydrate und b) aus den 
eigenen, veratmungsfähigen Koblehydraten der Hefe. In A stammt 
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sie &) aus den Assimilationskohlehydraten der Acetessigsäure, b) aus 
den eigenen veratmungsfähigen Kohlehydraten der Hefe und c) aus den 
Assimilationskohlehydraten des Alkohols. Die Gruppe a) wird dadurch 
in der Probe C stärker in Anspruch genommen als in der Probe A. 
Bei den Kohlensäurebestimmungen werden nur die a)-Gruppen ermittelt. 
Bei der Assimilation von Alkohol in A wird weiter, wie wir in Teil I 
dieser Arbeit hervorgehoben haben, ungefähr ein Drittel der Gesamt- 
energie des Alkohols frei, das zum Teil oder vollständig von der Hefe 
susgenutzt werden kann. Diese Energie deckt einen Teil des Energie- 
bedarfs der Hefe, wodurch sie weniger zu atmen braucht, gleich Probe A. 

Wenn wir annehmen, daß die Acetessigsäure von der Hefe zuerst 
in Aceton und Kohlensäure gespalten wird und das Aceton dann assımiliert 
wird, verstehen wir auch, daß in A eine kleine Vermehrung freien 
Acetons hat stattfinden können, weil nicht alles Aceton wegen Vor- 
handenseins assimilierbaren Alkohols (sauerstoffgeschüttelten) aus- 
genutzt zu werden braucht und in C eine Verminderung desselben, da 
hier die hungernde Hefe nur auf das Aceton angewiesen war und es 
deshalb möglichst ausnutzen mußte. 


d) Theoretisches über die Assimilation der Acetessigsäure. 


Wir können uns die sich abspielenden Vorgänge in verschiedener 
Weise vorstellen: 

l. Die Acetessigsäure wird als solche von der Hefe assimiliert und 
dabei zu höheren Kohlehydraten, Zellbestandteilen und Atmungs- 
material aufgebaut. Die letzteren werden zum Teil abgebaut und schließlich 
zu Kohlensäure und Wasser veratmet. Hierdurch würde die große Kohlen- 
säurebildung erklärt, aber nicht die zwar kleine Acetonzunahme in 
der Probe A und die Acetonabnahme in der Probe C. 

2. Die Acetessigsäure wird von der Hefe in Aceton und Kohlensäure 
zerlegt und das Aceton in statu nascendi beinahe quantitativ assimiliert. 
Die kleine Acetonbildung in A würde dadurch erklärt, daß nicht alles 
Aceton wegen des Vorhandenseins von ausnutzbarem (sauerstoff- 
geschütteltem) Alkohol vollständig assimiliert worden ist und die 
Acetonassimilation in C dadurch, daß die hier stark hungernde Hefe 
(wegen Mangel an jedem anderen ausnutzbaren Nährstoff) das Aceton 
möglichst ausnutzen muß. Die Veratmung der Assimilationsprodukte 
erklärt wie in 1. die große Kohlensäurebildung. 

3. Die Acetessigsäure wird von der Hefe direkt zu Kohlensäure 
und Wasser oxydier. Hierdurch wird wohl die Kohlensäurebildung, 
aber nicht das oben erwähnte Verhalten des Acetons und nicht die 
Trockensubstanzzunahme der Hefe erklärt. 

4. Die Acetessigsäure wird in Aceton und Kohlensäure gespalien 
und das gebildete Aceton zu Kohlensäure und Wasser verbrannt. Die 





- - mi. 
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Kohlensäurebildung wird ` erklärt, aber nicht die Trockensubstanz- 
zunahme. In der Probe A, wo Sauerstoff zugeführt wurde, würde man 
weniger Aceton erwarten als in C, wo keine Sauerstoffzufuhr und infolge- 
dessen geringere Oxydationsmöglichkeit vorhanden war. 

(Eine Kombination von diesen vier Fällen wäre denkbar.) 

Von diesen in Betracht kommenden vier Möglichkeiten gibt die 
zweite die beste Erklärung für die in den Versuchen gemachten Beob- 
achtungen. Für 2., das ist eine Spaltung der Acetessigsäure in Aceton 
und Kohlensäure mit Assimilation des Acetons durch die Hefe und 
gegen eine direkte Assimilation der Säure 1. spricht weiter folgendes: 
In den beiden Versuchen, besonders in dem ersten, haben wir konstatiert, 
daß in den mit Sauerstoff behandelten Proben ein bedeutend größeres 
Verschwinden der Acetessigsäure als in den nicht sauerstoffgelüfteten 
Proben eintrat. Dem Sauerstoff dürfte also bei der Assimilation eine 
bedeutende Rolle zukommen. Folgende Zusammenstellung zeigt, daß 

Aceton CH,COCH;: 
C,H,O=C,(H,0)H, auf 1C= 1,25 H (nach Abrechnung des Wassers) 
Acetessigsäure CH,COCH,COOH: 


C,(H,0;) EE E 8 auf 1C=0,0 H (» an sn sn ) 
Kohlehydrate Ce H1005: 
CelHOh. oo auf 1C=0,0 HI. „ een 9 


die Acetessigsäure und die Kohlehydrate auf derselben Oxydations- 
stufe stehen und daß sich Aceton aber auf einer bedeutend niedrigeren 
befindet. Für eine Assimilation und Überführung der Acetessigsäure 
in die genannten Kohlehydrate würde Sauerstoff ohne Einfluß auf 
den Grad und die Geschwindigkeit sein. Um dagegen Aceton zu assi- 
milieren und zu Kohlehydraten aufzubauen, muß Sauerstoff zur Ver- 
fügung stehen, und da wir in denjenigen Proben, wo diese Substanz 
zugeführt worden ist, ein bedeutend größeres Verschwinden (und 
Assimilation) der Säure finden, so können wir darin eine Bestätigung 
der Richtigkeit unserer Annahme, daß Acetessigsäure über Aceton 
assimiliert wird, sehen. 

Weiter steht diese Annahme in Analogie mit unseren, in Teil I 
und II dieser Abhandlung ausgeführten Vorstellungen der Assimilation 
des Zuckers über Alkohol als Zwischenprodukt. 

Daß in den Proben C, wo kein Sauerstoff extra zugeführt wurde, 
eine Assimilation überhaupt eintreten könnte, muß, da die Versuchs- 
flüssigkeiten in Berührung mit der Luft standen, dem in den Suspen- 
sionen gelösten Luftsauerstoff zugeschrieben werden. In statu nascendi 
ist Aceton dann scheinbar genügend reaktionskräftig, um diesen Sauer- 
stoff ausnutzen zu können. 

Die Vermutung, daß die Assimilation der Acetessigsäure bei 
Sauerstoffzufuhr derart erfolgt, daß dieselbe zunächst in Aceton und 
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Kohlensäure gespalten wird, würde an Wahrscheinlichkeit gewinnen, 
wenn, ähnlich wie dies für den Alkohol gelungen ist, eine direkte Assi- 
milation zugesetzten Acetons durch sauerstoffgeschüttelte Hefe nach- 
gewiesen werden könnte. Leider mußte ich aus äußeren Gründen auf 
solche Versuche verzichten. 


In meinen Versuchen reagierten die anfangs neutralen Versuchs- 
flüssigkeiten schwach alkalisch, weil sich, der verschwundenen Acet- 
essigsäure entsprechend, Kaliumcarbonat (oder Bicarbonat) gebildet 
hatte. Hierdurch ist vielleicht die Wasserstoffionenkonzentration eine 
ungünstige geworden, so daß das acetessigsäurespaltende Vermögen 
der Hefe eingeschränkt oder aufgehoben wurde. Durch Zusatz von 
Pufferlösungen, die der Versuchsflüssigkeit eine bestimmte Wasser- 
stoffionenkonzentration geben, könnte vielleicht eine bedeutend größere 
oder sogar vollständige Spaltung der Acetessigsäure erreicht werden, 
aber da wir die dafür optimale Ionenkonzentration nicht kennen, 
hätten wir zuerst dieselbe durch eine lange Serie von Versuchen bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen ermitteln müssen. So 
mußten wir uns einstweilen mit den bisher erhaltenen Resultaten 
begnügen. 


e) Energetische Betrachtungen über die Einwirkung der Hefe auf Acet- 
essigsäure. 

Wir vermuten, daß die Acetessigsäure von der Hefe in Acelon und 
Kohlensäure gespalten und daß das Aceton in statu nascendi, wenn Sauer- 
stoff zur Verfügung steht, durch die Hefe assimiliert wird (wenigstens 
wenn keine anderen Nährstoffe in der Versuchsflüssigkeit vorhanden 
sind). Die Assimilation fordert die Gegenwart von Sauerstoff und wird 
von einem Sauerstoffstrom befördert. In Analogie mit den Ergebnissen 
bei der Assimilation von Alkohol in statu nascendi, Teil I und II, dürfte 
hier keine direkte Verbrennung oder Veratmung der Acetessigsäure 
oder aus derselben gebildeten Acetons stattfinden. Statt einer direkten 
Oxydation oder Assimilation der Säure vollzieht sich hier eine Spaltung 
derselben in Aceton und Kohlensäure mit einer Assimilation des Acetons 
und nachheriger Verbrennung eines Teiles der gebildeten Assimilations- 
produkte. 


Über die Energieumwandlung bei der Assimilation des aus der 
Acetessigsäure gebildeten Acetons und bei der vollständigen Ver- 
brennung der gebildeten Assimilationsprodukte (Glykogen): 

Verbrennungswärme des Acetons (flüssig) bei konstantem Druck 

= 427,3 kg/cal. 


Verbrennungswärme des Glykogens = 678,9 kg/cal. 
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Spaltung 
AEEA E 2 A E EEEE EE, z R , 
2CH,COCH,COOH->2CH,COCH, + 2CO, Wärmetönung unbekannt. (Die 


Verbrennungswärme der Acet» 


2 x 427,3 — 854,6 kg-Cal essigsäure ist unbekannt.) 
+ 40 Assimilation 
854,6 
678,9 
g =. ec EE, . 
GBati + H,O + 175,7 kg-Cal Totale Energie? 
120 | At 175,7 
fein een ` 
6 CO, + 5H,O + 678,9 kg-Cal 854,6 kg-Cal 


Bei der Assimilation der Acetessigsäure über Aceton als Zwischen- 
produkt finden wir drei Viertel der Kohlenstoffmenge der Säure als 
Assimilationsprodukte wieder. Das restliche Viertel entweicht als 
Kohlensäure. Bei der Assimilation des gebildeten Acetons wird un- 
gefähr ein Fünftel des Energiegehaltes des Acetons frei, das von der 
Hefe zum Teil oder vollständig ausgenutzt werden kann. Die restlichen 
vier Fünftel werden bei der Verbrennung der gebildeten, leicht hydro- 
Iysierbaren Assimilationsprodukte durch die Hefe teilweise frei. 


Wie die Alkoholassimilation der Hefe (s. Mitteilung I, II und III) 
erscheint also auch die Acetonassimilation wegen der dabei gebildeten 
Energiemenge als eine Atmungs- oder Verbrennungsstufe und die 
Acetonspaltung der Acetessigsäure als eine Vorstufe der Atmung, weil 
sie die nächsten Bausteine der Atmungskohlehydrate (sowie die der 
Kohlehydrate der Zelle) bildet. Da die Assimilation exotherm verläuft, 
braucht die Hefe keine Energie für dieselbe zu verbrauchen. Im Gegenteil 
braucht die Hefe wegen des Energiezuschusses, den sie bei der Assi- 
milation bekommt, ihre eigenen Atmungskohlehydrate weniger in 
Anspruch zu nehmen. 


l. Bei der Assimilation von Alkohol in statu nascendi (Teil II) 
deckt die bei der Assimilation und der Gärung gewonnene Energie- 
menge gerade den durch den Zuwachs (jedoch bei konstanter Zellen- 
zahl) hervorgerufenen vermehrten Energiebedarf der Hefe. Keine 
Steigerung der Atmungsintensität tritt deshalb ein. 


2. Bei der Assimilation direkt zugesetzten Alkohols (Teil III) 
findet keine Gärung statt, und die Hefe muß die Energiemenge, die 
sie in 1. aus der Gärung bezieht, durch eine vermehrte Atmung decken. 
Dadurch vollzieht sich neben der Assimilation immer eine teilweise 
Veratmung der eben gebildeten Kohlehydrate. 


3. Bei der Acetonassimilation wird bedeutend weniger Energie 
frei als bei der Alkoholassimilation. Bei der Assimilation von 3 Mol 
Alkohol (= 3 . 326,2 = 978,6 kg/Cal) zu einem Äquivalent Glykogen 
(= 678,9 kg/Cal) werden 978,6 — 678,9 = 299,7 kg/Cal frei. Bei der 
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Assimilation von 2 Mol Aceton (= 2 . 427,3 = 854,6 kg/Cal) zu einer 
Glykogengruppe werden dagegen nur 854,6 — 678,9 = 175,7 kg/Cal 
frei. (Um den ganzen Reaktionsvorgang in den beiden Fällen ver- 
gleichen zu können, müßten wir die Verbrennungswärme der Acet- 
essigsäure kennen.) 

Da also bei der Acetonassimilation (in statu nascendi) nur ungefähr 
die Hälfte von der Energiemenge, die bei der Alkoholassimilation 
(status nascens) entsteht, frei wird, muß sich die Hefe die fehlende 
Energie durch eine teilweise Veratmung der eben gebildeten Kohle- 
hydrate anschaffen. In Wirklichkeit finden wir auch hier, wie in 2. 
daß während der Assimilation eine solche Veratmung vorkommt (siehe 
S. 485 und 486). Die in den Versuchen bestimmten Trockensubstanz- 
vermehrungen repräsentieren demnach nur einen Teil derjenigen Kohle- 
hydrate, die wirklich gebildet (aber schon teilweise veratmet) worden 
sind. 

Vergleichen wir den Oxydationsgrad der fünf in dieser Versuchs- 
reihe untersuchten Säuren, so ergibt sich nach Abrechnung der Elemente 
des Wassers: 

a) Citronensäure CH, CO, 

C,(H,0),.0O, . auf 1C = 0,50 O (nach Abrechnung des Wassers) 
b) Äpfelsäure C,H,0;: 

C,(H,0),.0, . auf 1C = 0,500 ( „ „, eh 
c) Weinsäure CH, Oe" 

C,(H,0),.0, . auf 1C=0,50( „ = be 
d) Bernsteinsäure C,H,O;: 

C,(H,0),.0. . auf 1C=0250 ( „, M w pJ 
e) Acetessigsäure C,H,0;: 


C,(H,O), e e >œ auf 1 C = 0,00 O ( an an sn E: ) 
Demgegenüber Kohlehydrate C,H,00;: 
C,(H,0),;, . . . auf 1 C = 0,00 O (nach Abrechnung des Wassers). 


Die vier ersten Säuren sind alle stärker oxydiert als die Koble- 
hydrate. Die Acetessigsäure ist gleich hoch oxydiert wie diese und 
wird, wie wir glauben, erst nach vorheriger Spaltung in die vollständig 
oxydierte Kohlensäure und in das schwächer oxydierte Aceton (nach 
Abrechnung von H,O auf 1C 1,25 H) assimiliert. Es könnte sein, 
daß eben eine gewisse Oxydalionsmöglichkeit die Voraussetzung einer 
durch die sauerstoffgelüftete Hefe sich vollziehenden Assimilation 
bildet. 


Zusammenfassung. 


Das Vermögen der Preßhefe, einige organische Säuren zu assi- 
milieren, ist bei Sauerstoffzufuhr und ohne diese untersucht worden. 
Dabei wurde eine Suspension von Preßhefe in destilliertem Wasser 
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mit den Natrium-, Kalium- und Ammoniumsalzen der betreffenden 
Säuren in solchen Mengen versetzt, daß die Konzentration der freien 
Säuren im allgemeinen 0,47 bis 1,05g pro 100 ccm betrug. Bei der 
Acetessigsäure wurden die Konzentrationen 0,90 und 2,75 g pro 100 ccm 
gewählt. Die Hefekonzentration war in allen Fällen 9,35 g gewöhnlicher 
Handelshefe (mit etwa 25 Proz. Trockensubstanzgehalt) pro 100 ccm. 
Der Hefe wurde keine Stickstoffnahrung geboten. Während einer 
gewissen Zeit (6 bis 47 Stunden) wurden die Versuchsflüssigkeiten 
dann mit Sauerstoff geschüttelt. Bei der Acetessigsäure wurde außer- 
dem eine Probe angestellt, wo die ruhig stehende Suspension Sauer- 
stoff nur aus der Luft beziehen konnte. Versuchstemperatur 15 bis 
20°C, Versuchsdauer 6 bis 47 Stunden. 


1. Wie in den früheren Mitteilungen konstatiert worden ist, gibt 
die Hefe auch hier sehr wenig Substanz an die Versuchsflüssigkeit ab. 


2. Da der Hefe keine Stickstoffnahrung zur Verfügung stand, 
trat keine Zellenvermehrung ein. 

3. Die Natrium- und Ammoniumsalze der Citronensäure, Äpfel- 
säure, Weinsäure und Bernsteinsäure werden innerhalb einiger 
Tage in etwa lproz. Lösung von sauerstoffgeschüttelter Hefe beim 
Fehlen von Kochlehydrat- und Stickstoffnahrung bei neutraler oder 
schwach saurer Reaktion der Versuchsflüssigkeit und bei gewöhnlicher 
Temperatur unter gleichzeitiger Entfernung der Atmungsprodukte der 
Hefe, insbesondere der Kohlensäure, nicht angegriffen. Sowohl die 
zugefügten Salze als auch die im obigen Sinne schwankende Reaktion 
übten keinen Einfluß auf die Atmung der Hefe aus. 

4. Das Kaliumsalz der Acetessigsäure wurde dagegen von Preß- 
hefe (bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion) bei gewöhnlicher 
Temperatur in 1 bis 2 Tagen in einer Menge von 15 bis 20 Proz. assimiliert. 
Bei geringerer Konzentration der Acetessigsäure, etwa 1 Proz., ist die 
Assimilation eine stärkere als bei größerer, etwa 3 Proz., was eventuell 
damit im Zusammenhang steht, daß das beim Verschwinden der Acet- 
essigsäure gebildete Kaliumcarbonat der Versuchsflüssigkeit eine zu 
große Alkalität gibt; durch Regelung der Wasserstoffionenkonzentration 
könnte vielleicht der Umfang der Assimilation gesteigert werden. 

Die Assimilationsprodukte verursachen bet gleichbleibender Zellen- 
zahl eine Trockensubstanzzunahme der Hefe. 

5. Wir vermuten, daß die Acetessigsäure von Hefe in Aceton und 
Kohlensäure gespalten und daß das Aceton in statu nascendi, wenn Og 
zur Verfügung steht, durch die Hefe assimtliert werde. (Analogie zu 
der Zuckerassimilation auf dem Wege der Alkoholspaltung!) Parallel 
mit der Assimilation dürfte ein Teil der neugebildeten Kohlehydrate 
veratmet werden. 
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6. Was die Bestimmung der Menge der infolge der Assimilation 
neugebildeten Kohlehydrate betrifft, so muß man durch Blind versuche 
die bei der Lebenstätigkeit der Hefe ohne Süurezusatz veratmeten 
Kohlehydrate ermitteln und in Rechnung setzen. In den Hauptproben 
findet außer dieser Atmung noch eine Verbrennung von Teilen der 
neugebildeten Kohlehydrate statt, so daß die aus der Atmung der 
Hefe stammende Kohlensäuremenge in der Hauptprobe immer größer 
ist als in der Blindprobe. 

7. In Analogie mit den Versuchen in Teil II dürften die Eıweif- 
substanzen der Hefe durch die verschiedenen Behandlungsweisen der 
Hefe wenig beeinflußt sein. 


Über die Reaktionsfähigkeit verschiedener Aminosäuren 
an Blutkohle sowie gegenüber Wasserstoffsuperoxyd. 


Von 
Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm -Institut für Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 18. September 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bringt man Blutkoble!) mit äquimolekularen Lösungen verschiedener 
Aminosäuren ins Adsorptionsgleichgewicht und mißt die Sauerstoff- 
mengen, die pro Gramm Kohle und Minute aufgenommen werden, so 
findet man große Unterschiede. Beispielsweise verbraucht Kohle, im 
Gleichgewicht mit einer etwa zehntausendstel normalen Leucinlösung, 
in einer bestimmten Zeit mehr als 50mal soviel Sauerstoff, als im 
Gleichgewicht mit einer ebenso konzentrierten Glykokolllösung. Es 
liegt nahe, die Erklärung in der Verschiedenheit der Adsorptions- 
konstanten zu suchen und anzunehmen, daß die Unterschiede kleiner 
werden, möglicherweise sogar verschwinden, wenn man die Oxydations- 
geschwindigkeit nicht auf die Konzentrationen in der Lösung, 
sondern auf die adsorbierten Substanzmengen bezieht. Von diesem 
Gesichtspunkte aus habe ich es, auf Vorschlag von Herrn Warburg, 
unternommen, das Verhalten verschiedener Aminosäuren an Kohle zu 
vergleichen ?). 


I. Die Versuchsanordnung. 


Messung des Sauerstoffverbrauchs. 0,4g Kohle (Mercks ‚Tier- 
blutkohle‘‘) wurden mit 10 ccm Aminosäurelösung übergossen und in 
den Atmungstrog (Abb. 1) bei F eingefüllt. In dem Einsatz E des 
Troges befand sich Leem proz. Kalilauge. 

Der Trog wurde mit einem Bancrottmanometer verbunden und 
nachdem sein Gasraum mit Sauerstoff gefüllt war, im Thermostaten 


1) O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 118, 257, 1921. 
23) Vorversuche zu dieser Arbeit hat Herr Dr. R. Mayer ausgeführt. 
Biocbemisıhe Zeitschrift Band 142. 33 
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auf oft beschriebene Art!) geschüttelt. Bezeichnen wir die beobachtete 
Druckänderung mit A, die „Gefäßkonstante für Sauerstoff“ mit Ko, 
so ist der Sauerstoffverbrauch in Kubikmillimetern 

v = hkh Ko, (1) 
[zum Manometer Das Gesamtvolumen des Troges war 
etwa 30 ccm, das Volumen der eingefüllten 
Flüssigkeiten nach dem Gesagten 11 ccm, 
woraus sich Ko, für 20° zu etwa 1,8 berechnet. 
l mm Druckänderung zeigte also den Ver- 

brauch von 1,8 cmm Sauerstoff an. 
A Die Versuchszeit betrug einige Stunden. 
F Innerhalb dieser Zeit wurde nur ein kleiner 
Teil der in dem Troge befindlichen Amino- 
säure oxydiert, so daß die Konzentration 
und die adsorbierte Menge der Aminosäure während der Messung 
als konstant betrachtet werden konnte. In Übereinstimmung hiermit 


Abb. 1. 


war die Oxydationsgeschwindigkeit e innerhalb der Versuchszeit im 
allgemeinen konstant. | ER 
Im Falle des Leucins trat eine Komplikation auf. Hier war Fri 


anfangs klein und stieg allmählich auf einen Wert an, der dann für 
einige Stunden, bis sich der Verbrauch an Substanz bemerkbar machte, 
konstant blieb. Zum Beleg teile ich zwei Versuche mit, von denen 
einer bei 38%, der andere bei 20° ausgeführt worden ist. 


Tabelle I. 
400 mg Kohle + 10 ccm n/20 (dl) Leucin (Isobutylaminoessigsäure). 











380 | 200 
N | v | dv | t | v | dv 
Min. cmm at | Min. emm If ` 

20 210 10,5 20 20 1,0 
42 ' 562 16.0 40 39 0.95 
56 837 19.6 60 59 1.0 
70 1132 211 80 85 13 
85 1456 216 100 114 1.45 
100 1780 21,6 120 147 1,65 
115 2094 20,9 140 184 1,85 
130 2398 20,3 160 25 1 2,05 
180 268 2,15 

| om | 34 2,3 

| 220 | 364 2,5 
| 240 413 2,45 


t) O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923. Neben der Thermo- 
barometerkontrolle ist hier noch eine Kohle-Wasserkontrolle notwendig, 
durch die die „Selbstoxydation‘‘ der Kohle eliminiert wird. 
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Wir sehen aus der Tabelle I, daß bei 20° sowohl als auch bei 38° 
die Oxydationsgeschwindigkeit allmählich ansteigt. Bei 38° ist sie 
nach einer Stunde, bei 20° nach drei Stunden konstant geworden. 
Bei 38° sind am Ende der Induktionsperiode 1100 cmm, bei 20° 340 cmm 
Sauerstoff verbraucht. v für t = co beträgt etwa 15000 cmm. Bei 38° 
ist die Induktionsperiode beendigt, wenn 7 Proz., bei 20°, wenn 2 Proz. 
des Leucins oxydiert sind. Will man also — was ich immer getan 
habe — die Induktionsperiode ausschalten, so ist es günstiger, bei 20° 
als bei 38° zu arbeiten. 


Messung der Adsorption. Kohle und Aminosäurelösung wurden 
in gleichen Verhältnissen wie zum Oxydationsversuch gemischt und 
10 Minuten geschüttelt. Dann wurde filtriert und die Aminosäure 
mit n/5 Natronlauge nach Sörensens!) Formolmethode titriert. Man 
erfuhr so die beim Oxydationsversuch herrschenden Anfangsbedingungen, 
die Konzentration in der Lösung c, und die adsorbierte Menge zo 
für 2=0. Bei der Kürze der Versuche konnten diese Werte ohne 
merklichen Fehler für die ganze Dauer der Versuche eingesetzt 
werden. 


I. Die Adsorption der Aminosäuren an Blutkohle. 


Die Beziehung zwischen der adsorbierten Menge x und der Kon- 
zentration c einer Aminosäure läßt sich nach Abderhalden und Fodor?) 
für kleine Werte von c ausdrücken durch die Beziehung 


ee kc, (2) 
m 


wo m die Menge der Kohle, k eine Konstante bedeutet. 


In der Tat wird die Adsorptionsisotherme, wenn man zu sehr 
kleinen Belegungsdichten heruntergeht, nahezu eine gerade Linie. 
Bezeichnen wir als Belegungsdichte das Verhältnis 


Millimole adsorb. Substanz 
Gramme Kohle 


3 


so ist für Belegungsdichten von einigen Te Millimolen an abwärts 
Gleichung (2) brauchbar. Ich habe für Belegungsdichten dieser Größen- 
ordnung die Adsorption verschiedener Aminosäuren gemessen und 
dabei die folgenden k Werte erhalten: 


1) Sörensen, diese Zeitschr. 7, 45, 1908. 
2) Abderhalden und Fodor, Zeitschr. f. Fermentforsch. 2, 74, 1917; 
2, 151, 1918. 
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Tabelle II. 

20. k= ne ei 

m.c ' Gramme x Mole/Liter 
Aminosäure TI u Formel o | 
KENE Ge i 2 
Amino- Essigsäure . .. .. . e CH,NH,.COOH 20 
Amino-Propionsäure (d, 1) . CH, .CHN CR COOH 2,8 
n-Amino-Buttersäure (d, |). | CH,. CH,. CHNH,.COOH 28 


‚| 

| (CH,),. CNH,. COOH E 
Iso-Amino- Valeriansäure (d, 1) (CH,),. CH.CHNH,.COOH 19 
Iso Amino-Capronsäure (d, |). | 
Iso-Amino-Capronsäure (l). Séi 


n-Amino-Capronsäure . . . . 


(CH,),-CH.CH,.CHNH,.COOH 
dassel 


Iso-Amino-Buttersäure . | 
| 
j a 
CH,.CH,.CH,.CH,.CHNH,.COOH 20 


II. Die Oxydation der Aminosäuren an Blutkohle. 

Wie das Adsorptionsgleichgewicht, so wird auch die Kinetik der 
Oxydation nur dann durch einfache Beziehungen dargestellt, wenn 
die Belegungsdichten sehr klein sind. Für Belegungsdichten von 
einigen TI aa Millimolen an abwärts findet man, daß 

dv 


dt 
wo & eine Konstante bedeutet und, da die Bedingung der Gleichung (2) 
gilt, 


=Q, (3) 


en km 4) 
di" l 
also Proportionalität zwischen Oxydationsgeschwindigkeit einerseits 


und adsorbierter Menge und Konzentration andererseits. Geht man 


ößeren Rel sdichte 

Manann EE 
Dyg Eg über, so gelten diese einfach n 
$ 08 Beziehungen nicht mehr, der 
St dv 
Soe dt 
SÉ Ausdruck SE der Gleichung (3) 
20% 
S, 3 ist dann nicht mehr konstant, 


der 
ES / 
~ 


sondern wird mit wachsender 





pe E (Geschwindigkeit 


0,1 Belegungsdichte kleiner und 
O 005 01708 0202503 035 0Y 06 05055 06 065 Q7 kleiner, ein Verhalten, das die 

Honzentratin der n-Amıino -Buttersäure 
— an der Oberfläche) Kurve der Abb. 2 an dem 


Abb. 2. (Abszisse: Belegungsdichte. Ord.nate: Sauerstoff» Beispiel der n-Aminobutter- 
verbrauch in Kuoik.nilli.acter pr, Minute u. Gramm Koble.) säure zeigt. 


Unter diesen Umständen wird man, will man die Oxydations- 
geschwindigkeit pro Mol adsorbierter Substanz für verschiedene Amino- 


į Í d : 
säuren vergleichen, = für gleiche Belegungsdichten oder — noch 
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besser — für sehr kleine Belegungsdichten messen, in einem Gebiet, 
in dem die Beziehung der Gleichung (3) gilt. Dann kommt die in 
der Einleitung gestellte Aufgabe darauf hinaus, die &«-Werte der 
Gleichung (3) für verschiedene Aminosäuren zu bestimmen, also A 
und xv für sehr kleine Belegungsdichten zu messen. Die Schwierigkeit 
hierbei ist die Messung von z, denn wenn die Belegungsdichten klein 
sein sollen, so müssen es auch die Ausschläge bei der Formoltitration 
sein. Ich bin mit den Belegungsdichten so weit heruntergegangen, als 
die Methode der Adsorptionsmessung es erlaubte, und habe mich dabei 
dem Gebiete, in dem die Gleichungen (2) und (3) gelten, soweit als 
möglich genähert, es im allgemeinen jedoch nicht erreicht und muß 
deshalb meine -Werte als Näherungswerte betrachten. 


Mein Beobachtungsmaterial teile ich in den Protokollen 1 bis 9 am 
Schluß dieser Arbeit mit. In der ersten Horizontalspalte stehen die ad- 
sorbierten Mengen zv, die, durch die Kohlemenge dividiert, die Belegungs- 
dichten ergeben, in der zweiten Horizontalspalte die Gleichgewichts- 
konzentrationen c in der Lösung. Es folgen die zusammengehörenden 
Werte von € und v, aus denen — unter Ausschluß der Induktionszeit — 
SS berechnet wurde, und schließlich in der letzten Horizontalspalte 

dv 


die Quotienten =. Die Belegungsdichte nimmt in den Protokollen 


von links nach rechts zu und man erkennt. wie mit wachsender Be- 
dr dv 


dt 
legungsdichte 2 im allgemeinen abnimmt. In zwei Fällen scheint e 


ein Maximum zu zeigen, doch handelt es sich hier um Abweichungen 
innerhalb der Fehlergrenze. | 


Die niedrigsten Belegungsdichten meiner Versuche liegen um 
6.102 Fo 
Gramme 
Belegungsdichten und rechnet sie durch eine geringfügige Interpolation 
auf die Belegungsdichte 6 . 107? um, so erhält man das Bild der folgen- 
den Tabelle TTT. 


Aus der Tabelle III ersehen wir, daß für Aminosäuren mit der 
Gruppe CH. NH. und CHNH, « zwischen 8,2 und 17 liegt. das sind, 
wenn man die Unterschiede der unter k stehenden Adsorptionskonstanten 
damit vergleicht, relativ enge Grenzen. Der Mittelwert von « ist 12,3, 
was bedeutet, daß ein Millimol Aminosäure — bei einer Belegungs- 
dichte von 6. 10-2 und einer Temperatur von 20° — pro Minute an 


| Bildet man die «Werte für die niedrigsten 
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Tabelle III. 
Belegungsdichte 6. 10-2. 20°. 


DÉI u j 


Aminosäure | Formel a k 

u i u 
Amino-Essigsäure . . ` CH,NH,.COOH 10,5(51,8)' 3,0 
Amino-Propionsäure ` | 

Le ES OESCH | CH,.CHNH,.COOH '82(+15)| 28 
n-Amino-Buttersäure | 

AD) .222.2.. " CH,.CH,.CHNH,.COOH 107(+15) 75 
Iso-Amino-Buttersäure .  (CH,)»-CNH,.COOH 96(+13) 9,2 
Iso-Amino- Valerian- 

säure (dl) -| ëch CH.CHNH,.COOH zart 19 
Iso-Amino-Capron- | 
l säure (d, D... EE EES 60 
so-Amino-Capron- | 5 

säure (1) ..... dasselbe ‚14,6(+14) 81 
n-Amino-Capronsäure À 

Ce En ët, e CHa. CH:. CH3. CH:. CHNH;. COOH |17,0(+1,2) 200 


der Kohleoberfläche etwa 12,3 cmm Sauerstoff verbraucht. Die 
großen Unterschiede der Oxydationsgeschwindigkeit, die man findet, 
wenn man Kohle mit äquimolekularen Lösungen verschiedener Amino- 
säuren ins Gleichgewicht bringt, beruhen also im wesentlichen auf den 
Unterschieden der Adsorptionskonstantien. Man erkennt daraus eine 
Wirkung der Öberflächenkräfte, auf die ich die Aufmerksamkeit be- 
sonders lenken möchte: weit entfernt davon, daß sie auf den chemischen 
Umsatz nivellierend wirken — wie Thunberg?) und Wieland?) glauben —, 
wirken sie im Gegenteil eminent spezifizierend. 

Ganz aus der Reihe heraus fällt der Wert für die tertiäre®) Amino- 
buttersäure mit 0,6 gegenüber 10,7 für die isomere sekundäre Säure. 
Ähnlich verhält sich die tertiäre Aminocapronsäure (Protokoll Nr. 9), 
die in Tabelle III nicht aufgenommen ist, weil ich über keinen Versuch 
mit der Belegungsdichte 6.10"? verfüge. Vergleichen wir aber den 
Versuch des Protokolls Nr. 9, bei dem die Belegungsdichte 50 . 10? 
ist, mit einem Versuche ähnlicher Belegungsdichte des Protokolls Nr. 8 
(n-Aminocapronsäure), so sehen wir, daß sich die &-Werte wie 0,32: 6,5 
oder wie 1:20 verhalten. Aminosäuren mit der Gruppe CH,NH, 
oder CHN H, sind also an Kohle bedeutend reaktionsfähiger als Amino- 


säuren mi der Gruppe St AND. 


1) Torsten Thunberg in Hammarsten, Physiol. Chem. 5. vö, 1922. 

2) H. Wieland in Oppenheimers Handbuch d. Biochem., 2. Aufl., 2, 258, 
1923. 

3) Man unterscheidet die Aminosäuren, je nachdem das C-Atom, das 
die NH,-Gruppe trägt, an ein, zwei oder drei C-Atome gebunden ist, als 
„primäre“, „sekundäre“ und ‚‚tertiäre‘. 
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IV. Die Oxydation der Aminosäuren durch Wasserstoffsuperoxyd. 


Nach einer Theorie von Warburg beruht die oxydationskatalytische 
Wirkung der Blutkohle in erster Linie auf einer Aktivierung des Sauer- 
stoffs durch die Blutkohle. | 

Diese Theorie legte es nahe, die Wirkung der Blutkohle auf Amino- 
säuren mit der Wirkung aktivierten Sauerstoffs auf Aminosäuren zu 
vergleichen. Ich habe das getan und als aktivierten Sauerstoff 
Wasserstoffsuperoxyd gewählt, von dem man durch die Arbeiten von 
Neuberg!) und Dakin?) weiß, daß es Aminosäuren bei Zimmertempe- 
ratur oxydativ desamidiert. 

Vorversuche ergaben, daß Wasserstoffsuperoxyd Aminosäuren 
besonders leicht unter Bedingungen angreift, unter denen es. selbst 
instabil ist. Bei saurer und neutraler Reaktion sind verdünnte Wasser- 
stoffsuperoxydlösungen relativ stabil und reagieren nicht merklich mit 
Aminosäuren. Bei alkalischer Reaktion dagegen ist Wasserstoffsuper- 
oxyd in verdünnter Lösung instabil’) und oxydiert Aminosäuren unter 
Abspaltung von Ammoniak. | 

Eine für Messungen geeignete Wasserstoffionenkonzentration ist 
10%, die ich mir durch Vermischen von 85 Teilen molarer Natrium- 
bicarbonat- und 15 Teilen molarer Natriumcarbonatlösung herstellte, 
ein Gemisch von großer Resistenz in bezug auf H-Ionenverschiebung. 
In 1 Liter dieses Gemisches löste ich 17,5 Millimole Aminosäure und 
10 Millimole Wasserstoffsuperoxyd?) und brachte sie bei 38° zur Reak- 
tion. Nach etwa 4 Stunden war dann, wie ich mittels Titansäure fest- 
stellen konnte, das Wasserstoffsuperoxyd verschwunden, zum Teil 
durch Reaktion mit der Aminosäure, zum Teil durch Reaktion nach 
der Gleichung 

2H,0, = 2H,0 + O,. (5) 


Wieviel Wasserstoffsuperoxyd hierbei mit der Aminosäure in Reaktion 
getreten, wieviel nach Gleichung (5) zerfallen war, ließ sich auf folgende 
Weise ermitteln: 

In den Atmungstrog (Abb. 1) wurden JO eem des aminosäure- 
haltigen Carbonatgemisches eingefüllt, in den Anhang A 0,5ccm 
Wasserstoffsuperoxydlösung. Nachdem der Trog mit einem Barcroft- 


1) Neuberg, Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. 2, 238, 1902; diese Zeitschr. 
20, 531, 1909. 

2) Dakin, Journ. of biol. Chem. 4, 63, 1909. 

3) Die Frage, ob die Oxydation der Aminosäuren durch Wasserstoff- 
superoxyd und der Zerfall des Wasserstoffsuperoxyds selbst Metallkatalysen 
sind, lasse ich hier als noch unentschieden beiseite. 

t) Das Weasserstoffsuperoxyd wurde aus Natriumsuperoxyd und 
primärem Natriumphosphat nach W. Friederich (vgl. Vanino, Präparative 
Chem. 1. 10, 1921) hergestellt und im Vakuum destilliert. 
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manometer verbunden und in einen auf 38° einstehenden Thermostaten 
gebracht war, wurde geschüttelt, bis Temperaturgleichgewicht ein- 
getreten war. Dann wurde der Inhalt des Anhangs in das Carbonat- 
gemisch eingekippt, der Anhang mehrmals durch Neigen des Troges 
mit Carbonatgemisch nachgespült und so lange geschüttelt, bis der 
am Manometer erscheinende positive Druck nicht mehr zunahm. die 
Sauerstoffentwicklung also beendet war. 


Der beobachtete Enddruck, multipliziert mit der ‚Gefäßkonstante 
für Sauerstoff“, ergab die nach Gleichung (5) entwickelte Sauerstoff- 
menge v in Kubikmillimetern, und v, multipliziert mit 0,089, die nach 
Gleichung (5) zerfallene Weasserstoffsuperoxydmenge in Mikromolen. 
Verbrauchte die Aminosäure Wasserstoffsuperoxyd, so war v kleiner 
als die Sauerstoffmenge a, die gemäß Gleichung (5) dem zugesetzten 
Wasserstoffsuperoxyd äquivalent war; die Differenz (a — v) ergab den 
Sauerstoffverbrauch, (a — v) . 0,089 den Wasserstoffsuperoxydverbrauch 
der Amincsäure. 


Mit Hilfe dieser einfachen Anordnung ließ sich in jedem Falle 
nicht nur feststellen, ob eine Substanz Wasserstoffsuperoxyd ver- 
brauchte, sondern auch ein Urteil über die Geschwindigkeit gewinnen, 
mit der dies geschah. Je größer nämlich a — v, um so größer ist auch 
die Geschwindigkeit, mit der das Wasserstoffsuperoxyd verbraucht 
wird, und sind die (a — v)-Werte für verschiedene Substanzen gleich, 
so sind es auch die Geschwindigkeiten des Wasserstoffsuperoxyd- 
verbrauchs. Doch stehen die (a — v)-Werte nicht — worauf ich be- 
sonders hinweisen möchte — im Verhältnis der Geschwindigkeits- 
konstanten. 


Eine Versuchsreihe mit denselben Aminosäuren, mit denen die 
Kohleversuche angestellt wurden, ist in Tabelle IV wiedergegeben. 


Aus der Tabelle IV geht hervor, daß die Aminosäuren mit der 
Gruppe CH,NH, und CHNH, von 100 Mikromolen zugesetzten 
Wasserstoffsuperoxyds 24 bis 42 Mikromole verbraucht haben. Die 
Größenordnung der Reaktionsgeschwindigkeit für diese Aminosäuren 
ist also, gerade so wie an Kohle, dieselbe. 


Dagegen fällt wiederum, wie bei den Kohleversuchen, die tertiäre 
Aminosäure aus der Reihe heraus, die von 100 Mikromolen Wasserstoff- 
superoxyd nur 6 Mikromole verbraucht hat. 


Das Ergebnis ist, daß die Wirkung von Blutkohle auf Amino- 
säuren und die Wirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Aminosäuren 
in bemerkenswerter Weise übereinstimmt, eine Tatsache, die zugunsten 
der Auffassung spricht, daß die Oxydation der Aminosäuren an Blut- 
kohle eine Oxydation durch aktivierten Sauerstoff ist. 
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Tabelle IV. 


175 Mikromole Aminosäure + 100 Mikromole Wasserstoffsuperoxyd gelöst 
in 10 ccm Carbonatgemisch. 38°. 





ae) 0,089 

















Aminosäure l Formel s geet "ëch 
ND | emm O; | cmm Oz u 
| | 
Amino-Essigsäure !' | CH,NH,.COOH'° ' 802 38 28 
Amino-Propion- ` ` , Ä | 
säure (d, D. CH,.CHNH,.COOH | 78 338 30 
n-Amino-Butter- | | | 
säure (d, l) | CH,.CH,.CHNH,.COOH | 848 | 272 24 
Iso-Amino- Butter | 
saure ..... (CHA, CNH,.COOH ` 1054 66 : 59 
Iso-Amino-Vale- ' | l | 
riansäure (d, 1) . (CH,),.CH.CHNH,.COOH) 727 | 393 356 
Iso-Amino-Ca Se | | 
säure (d, 1l) (CH3».CH.CH,.CHNH,.COOH | 652 468 | 42 
Iso-Amino Capron- 
säure (l). dasselbe ' 715 405 : 36 
n-Amino-Capron- d | 
säure (d, D . . |CH.CH..CH,. Chr. CHNH,. Coon 762 ; 368 | 32 
ohne Aminosäure i i 1120 | 0 — 
! (— a) I 


V. Protokolle zu Abschnitt II und IHI. 
l. Aminoessigsäure (CHN H}. COOH). 
400 mg Kohle, 10 cem H,O, Gasraum O, 20°. 





«=12. 10-2 | z= 34. 10-2, z= 75.072 == 15. 10-1 
Millimole Mill mole Millimole Millimole 


221.102 2=306.1072: e=95.10-2|c= 3,69 .10-! 
Mole pro Liter | Mole pro Liter Mole pro Liter Mole pro Liter 
ae Ge ! Deeg : 








v v v v 
min cmm i cmm cmm | cmm 
20 8 uo © 2 a 
A0 14 20 33 | 57 
60 18 30 46 75 
80 22 36 56 94 
Iw ë B 43 65 112 
120 28 47 73 128 
140 31 54 83 o 
160 j 3 6l o = 
180 | 37 | 67 l 100 | — 
dr i | 


dt 12,5 (+ 2,8) | 9,1 (x 1,0) 60 (+ 0,4) | 59 (+ 0.2) 
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2. Amino-Propionsäure (d. 1) (CH,.CHNH,. COOH). 
400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O, 20°. 
















|z=1.10-2 |z=28.10-2| z=7.10-2 | == 13. ı0-! 
_Millimole ` _Millimole Millimole ` ` Millimole 
e=9.10-3 |ce=285.10-?| ce=87.10-2!e = 2,9. 10-1 








‚ Mole pro Liter 


li b 
i 


Mole pro Liter | Mole pro Liter | Mole pro Liter 














min | cmm |, emm | mm ` cmm 
mm e 8 2? ı m 
am 9 11 29 ! H 
en 14 17 28 40 
en | » 22 | 36 52 
w | a 26 43 62 
120 24 31 5l 74 
140 27 mm mi e 
160 | 29 38 | 63 | 93 
180 | 31 43 71 | 10 
am ` 34 | 46 | 76 | 114 
e E a a, a WI ZZ 
de 113 (430) 7,2 (+12) | 4,7 (+05) | 40 (+03) 
x 


3. n-Amino-Buttersäure (d, 1) (CH,. CH,. CHNH,. COOH). 
400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O, 20°. 


"z=23.10-2| z=6.10-2 !2z=185.10-1 z=26.10-1 

Millimole i Millimole ot Millimole Miles ` 
ce=77.10"3|ce=24.10"2 c=74.107"2'ce= 241.101 
Mole pro Liter ` Mole pro Liter ! Mole pro Liter | Mole pro Liter 




















| 














min __ emm | Se I Se Bei SE 
20 | s ! 13 | 17 20 
s | 12 21 | 29 36 
60 | 19 ! 32 44 56 
80 | 24 | 40 58 70 
100 | 29 49 72 88 
120 ' ag 56 84 104 
140 38 66 98 121 
160 44 | "8 114 141 
180 48 83 127 | 167 
200 53 | 93 142 | 178 
Fa KE ıı 48 
dt 10,9 (+ 1,5) | 7,4 (+ 0,6) | 4,9 (+ 0.2) | 3,7 (+ 0,1) 
z 
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4. Iso-Amino-Buttersäure [(CH,),. CNH,. COOH]. 
400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O, 20°. 




















2=25.1072| z=64.1072 | z = 154.101, æ = 3,94 . 1071 
Millimole Millimole Millimole Millimole 
t c=68.10-3 e= 214.1072 | c=68.1072 e= 2,11.10—! 
Mole pro Liter ' Mole pro Liter | Mole pro Liter Mole > pro Liter 
U v v v 
cmm mm _ į; emm ` om _ 
5 7090008 
7 um m 
10 | 14 17 | 22 
LI 15 19 24 
3 o 18 21 28 
2 > om o 
T 19 B3B ; 2B 
14 20 25 32 
13 19 24 31 
14 19 25 32 
30 ow | a 27 35 
do | | | 
dt 0,6 (+ 1,3 bei 03 (+ 0,5) | 02 (+0,2) | 0,1 (Ł 0,1) 
T i 


Iso-Amino-Valeriansäure (d, I) [((CH,),. CH. CHNH,. COOH]. 
400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O, 20°. 


223, 10—2 | z = 6.55 . 10-212 =15. 10- -1 æ= 3,2 .107! 





























= Millimoe ` ` Millimole _Millimole Millimole 
í e=3.10-3 |e=925.10-3 | e = 3,19 . 1072 | e=1,105.10— ! 
Mole pro Liter | Mole pro Liter ` Mole pro Liter i Mole pro Liter 
min JL omm cmm  ; me omm 
SE EE EE = 
20 6 11l 13 17 
40 10 17 24 28 
60 13 25 | 37 | 44 
80 | 20 35 50 Ä 57 
100 24 | 42 63 71 
120 27 © 49 | 74 85 
140 3l 57 | 85 97 
160 37 65 97 111 
180 3 ; 72 | 107 | 8B 


= 9.0 (+ 1,5) | 5,8 (+08) ' 38 (+ 0,2) | 2.1 (0,1 
E 
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6. Iso-Amino-Capronsäure (d, 1) [(CH,),-. CH. CH}. CHNH,. COOH] 
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400 mg a 10 cem H,O, Gasraum O, 20°. 





EE 

i| æ = 2,17. Iw | x = 5,4 .10—2 i z = 128.101! sz 25.107! 
Millimole Millimole Millimole _Millinole 

e=9.10-% |e=225.10-3| e= 6,3 .10—3 | e= 2,27 .10—2 


t | 
| Mole pro Li Liter Ter iMg Mole pro Liter Liter Mole pro Liter Mole pro Liter 














CC 5 | S v 
o min a cmm I 2 cmm _ ı cmm ` | cmm 
za e E E a- 
20 8 | 16 3 ` 20 
A0 , 14 29 42 39 
ou | 20 42 60 59 
8 å ` 26 57 83 85 
100 3] 71 106 114 
120 37 90 133 147 
140 | 44 106 162 184 
160 >: 51 125 192 225 
180 58 143 223 268 
20 ; 65 161 257 314 
220 73 181 293 | 364 
240 | 77 199 326 | 413 
dv | 
di 
j 


16,1 (+ 1,5)! 16.9 (+ ge 13,4 (+ 0.3) 9,9 (£0.1) 


7. Iso-Amino-Capronsäure (l) [(CH,),.-CH.CH,. CHNH,. COOH). 
400 mg Kohle, 10 ccm H,O, Gasraum O, 20°. 








2=24.10-2| z= 6. 10-2 z=13l. 10-1 x = 2,57 .10—} 
Millimole _Millimole Millimole Millimole 
c=74.10-4|e=185.10-3| e=65.10-3|c= 2,33 . 10—2 
Mole pro Liter Mole proLiter Mole pro Liter Mole pro Liter 
u 
min emm emm |. emm ES cmm 
` 3 
20 | 9 17 N 22 22 
40 | 14 29 | 4l | 42 
60 21 41 | 62 | 65 
0,8 27 55 | 88 | 9 
100 | 33 70 115 | 128 
120 | 39 gp  ' 1433 | 166 
140 47 103 178 | 210 
| | 
160 | 53 121 | 214 260 
oa o | 
dv | 








dt 1146 (+ 1,4) | 15,0 (+ 0,6) 





13.7 (+ 03) 97 (+01) 
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8. n-Amino-Capronsäure (CH, . CH, CH, . CH, . CHNH,.COOR). 
400 ns en 10 cem H,O, Gasraum O, 20°. 



















2—=27. 7.10-2| 2-68. r=68. 10-2 z=15.10"1|z= 288.101 
Millimole Millimole g __Miliimole si _ Millimole 
 e=34.1074| ce=8.10-% | c=4.1073 |e=19.10-2 





Mole pro Liter Mole e pro Liter Mole pro Liter | Mole pro Liter 























u v v | v 
emm Il emp __ _ cmm cmm 
ox | | oe u u 
| 15 > 30 31 
60 o 37 48 49 
80 33 47 63 66 
100 | al 61 81 87 
120 | Aë q |! 99 108 
140 | 58 ee > n9 | 130 
160 | oe WI Im 14 
180 | 7 > 158 | 177 
200 |  8& |! 12⁄4 | 177 | ` am 
dv | 
& 167 (+ 1,2) | 10,0 (+05)| 6,5 (+ 0,2) | 4,1 (+0,1) 
x | i , 








9. Iso-Amino-Capronsäure (tertiär) [(CH,),. CNH,.CH,.CH,.COON]. 
400 mg Kohle, 10 cem H,O, Gasraum O,. 20°. 


| _==2.1071 Miltimole 


e=1. 10-21 Mole pro Liter ` ` 








min ` cmm 
an | 3 
E 
on | 8 
120 , 10 
=: r 

15 
300 Ir I8 o o 
dv 
di | 0,32 (+ 0,2) 
X 


Studien zur chemischen Differentialdiagnose 
zwischen Transsudat und Exsudat. 


Von 
Keizo Hiruma. 
(Aus der II. medizinischen Klinik der Universität Osaka, Japan.) 
(Eingegangen am 18. September 1923.) 


I. Über den Eiweißgehalt des Transsudats und Exsudats. 


Es ist allgemein bekannt, daß man in kolloidalen, besonders in 
eiweißhaltigen Lösungen durch Änderung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration Flockungen erzeugen kann. Diese Flockungen sind bei einer 
ganz bestimmten Reaktion maximal und dieser Punkt stimmt genau 
mit dem isoelektrischen Punkt des betreffenden Eiweißkörpers überein. 
Da nun jeder Eiweißkörper einen ganz typischen isoelektrischen Punkt 
hat, war es aussichtsvoll, die im Exsudat und Transsudat enthaltenen 
Eiweißkörper durch Ermittlung ihrer isoelektrischen Punkte genau zu 
charakterisieren; vielleicht daß sich auf diese Weise Unterschiede fest- 
stellen ließen. Von den Fällungsreaktionen gilt heute noch die von 
Rivalta!) angegebene als die beste. Sie besteht bekanntlich darin, 
daß man eine ganz verdünnte Essigsäurelösung herstellt (ein Tropfen 
Eisessig in 100 ccm H,O) und nun die zu untersuchende Körperflüssigkeit 
in die saure Lösung hineintropfen läßt. Handelt es sich um ein Exsudat, 
so sieht man, wie die Tropfen beim Hinuntersinken eine weiße Trübung 
bzw. einen leichten Nebel — das hängt ganz von der Eiweißmenge 
ab — zurücklassen. Beim Transsudat bleibt die Lösung unverändert 
klar. Ujihara?) hat dieses Verfahren an Tieren nachgeprüft, bei denen 
er experimentell Transsudat und Exsudat erzeugt hatte, und es als 
bequemstes und sicherstes empfohlen. Es lag mir nun daran, festzu- 
stellen, bei welcher Reaktion Maximalflockung im Exsudat und im 
'Transsudat — wenn überhaupt in ihm eine Flockung zu erzielen ist — 
auftritt und ob, und welche Unterschiede sich hierbei bezüglich des 


1) Hermann Sahli, Lehrbuch der Untersuchungsmethoden, V. Aufl. 
2) Ujihara, diese Zeitschr. 61, 1914. 
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isoelektrischen Punktes ergeben. Zu diesem Zwecke habe ich Acetat- 
gemische von verschiedenen Ionenkonzentrationen nach Michaelisscher 
Methode!) hergestellt und geprüft, welche von diesen verschiedenen 
Lösungen die Maximaltrübung oder Flockung hervorbringt. Weiterhin 
habe ich mich bemüht, zu sehen, ob diese Maximaltrübung nur durch 
Essigsäurelösung oder auch durch andere Säuren hervorgerufen werden 
kann. Also habe ich diese Versuche auch mit Phosphat?)- und Citrat?)- 
gemisch hergestellt. 


Versuchsmethode. 


Die Versuchsmethode mit Acetat-, Phosphat- und Citratgemisch ist 
folgende: 5,0 ccm dieser verschiedenen Lösungen wurden in eine Reihe 
von Versuchsröhrchen getan, je sieben Röhrchen mit den einzelnen Acetat-, 
Phosphat- und Citratmischungen. Zu diesen Röhrchen wurden 2,0 ccm 
von entweder Exsudat oder Transsudat zugefügt, dann ungefähr 10 bis 
24 Stunden in Zimmertemperatur gestellt und geprüft, welche Trübung 
oder Flockung hervorgerufen wurde. Das zu dem Experiment angewandte 
Acetat-, Phosphat- und Citratgemisch wurde auf folgende Weise her- 
gestellt, wie es Tabellen I, II und III zeigten. 


Tabelle I. 
AO TARER (Acidum aceticum und Natriumacetat gemischt). 


normal avidum acet acet. 
ESCH normal natr. acet. 





om 

















ı 32 :1 | 8,76. 10-4 

2 16 :1 2,88. 10-4 

3 8:1 | 1,44 . 10-4 

4 4 :1 0,72 . 10—4 

5 2 :1 0,36 . 10—4 

6 | l :l 1,80. 10—5 

7! 05:1 0,90 . 10-5 

Tabelle II. 
Phosphatgemisch. 

Nr. Je Acia. Phosphat | mp primär. Phosphat KT EEN (` mn 
1 Ge | 9,0 | 1,0 0,239. 10-5 
2 Sa 10,0 | — 0,546. 10-4 
3 1,0 | 49,0 — | 0,410. 10-3 
4 3,0 | 47,0 = 0,105 . 10-2 
5 5,0 | 45,0 = | 0,214. 10— 2 
6 10,0 40,0 SCH | noch nicht 
7 250 25,0 ge bestimmt 


1) Michaelis, diese Zeitschrift 47, 1912. 
3) S. Kozaw, ebendaselbst 60, 1914. 
3) Sörensen, ebendaselbst 21, 1909. 
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Tabelle III. 

Citratgemisch. 
Ne| Zusammensetzung der Mischung — | o ` nsetzung der Mischung 
1| 80 ccm Citrat + 20 cem n/10 HCl 
el 70 , Län. nn0ĦHCI || 357.10-5 
al on" "Lan ? nıoHcı || 695.105 
Al 55. 2 #45 ? mıoHc 113. 10-4 
sl 50! Zl #50 7 mıoHcı | 203.10-4 
el um" +58 ? agoe | 295.10-4 
oi Ap ? l 455 ? mloHc | 432.10-4 


Mit diesen drei Gemischen prüfte ich zunächst entzündliche Exsudate. 
Elf verschiedene Proben von Peritonitis tuberculosa und Pleuritis wurden 
untersucht. Die Resultate sind bei allen gleich, daher sollen nur einige 
Fälle von Pleuraexsudat in der Tabelle IV als Beispiel gegeben werden. 





















































Tabelle IV. 
Pleuraexsudat. 

Spez fisches Gewicht 1025, Eiweiß_chalt 3,0 Proz. an 
5g Resultat m. Acetat„e.nissh © S Resultat m. Phsphatgemisch © © || Resultat mit Cıtratyemisch 
ee ee a a EE EEN 
GE i | HR f ES Au e 
S ON Trübung |Flockun, 5 E 2 Trübung | Flockung 5 k N Trübung |Flockung 

GEI EN WEE SE E al ed Gë 
(ua I ru Se H t = 

io ai Jat 115) E H + z 

ol + — al 0 + —. 0 + = 
ls) + | — 7 + — d Sdt S 
g i5] e Zeen Een E AE e dér Ss ZE 

IO | 

Ah Du +++ a fo zech SS: Ara ee 

15: +++ "115, ++ di ++ 
S db — Del Bt) — le 0| +++ | 

16 | rl ++++ļ |12, TET 
eloi ++ | — E + | — el 0| +++ 

5| ++ — | 15 + — | 12 | 

o ++ 1 1210 + | es 140 & 
ls, | > AC T = Ti | | — 








Sodann untersuchte ich eine Lumbalflüssigkeit von Meningitis cerebro- 
spinalis epidemica und von Meningitis tuberculosa. Hier mußte ich mich 
leider wegen Mangel an Material nur mit der Prüfung gegen Acetatgemisch 
begnügen. Im ganzen kamen sechs Fälle zur Untersuchung. Das Resultat 
teile ich in Tabelle V mit. 

Hiernach wurde transsudative Flüssigkeit von den verschiedensten 
Krankheiten untersucht. Als Transsudat verwandte ich Ascitesflüssigkeit 
und Ödemflüssigkeit. Wenn man einen Ascites des öfteren punktiert, a 
scheint er allmählich den Charakter eines Exsudats anzunehmen. Ich 
habe deshalb in erster Reihe solche Fälle untersucht, die nur ein- oder 
zweimal punktiert waren, dann aber auch solche, denen öfter Ascites ab- 


ein mn er | 
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Tabelle V. Cerebrospinalflüssigkeit. 





Entnommen von einem Fall von epidemischer | Entnommen von einem Fall von tuberkulöser 
Cerebrospinalmeningitis Meningitis 


Resultat mit Acetatgemisch 0 Resultat ı mit Acstatgemisch 


es. Trübung pung | ien dee 


‘Nummer dl Zeit d. 


SE  Gemisches Sta. 


Nummer d | Zeit S 
Sa | Std. gi Trübung 

















se E- 


12 
0 
12 
0 
12 

l 0° 
T ig 


6 


1 D un Via = DD 
no no no OCH mo oa no 
age E ang 
Ce E ee 
+ 
+ 
II+I+ + I I I 
+ 
a Ma Gu DD 
Sbopono 
+ 
(lun IHHHH Ill 
GA 





genommen war. In frischen Fällen trat niemals Flockung auf, obwohl 
manchmal eine sehr leichtgradige Trübung zu bemerken war. Als Unter- 
suchungsmaterial habe ich Ascites von Herzklappenfehler, Lebercirrhose, 
Bantischer Krankheit und Nephritis, und Ödemflüssigkeit von Nephritis 
gebraucht und immer das gleiche Resultat erhalten. Deshalb werde ich 
hier nur einige Beispiele von Nephritis und Herzkrankheit mitteilen. 


Tabelle VI. Ascites von Nephritis. 





Spezifisches Gewicht 1007, 






































Spezifisches Gewicht 1009, Eiweißgehalt 0,7 Proz. __ Eiweißgehalt 0,6 Proz. 0,6 Proz. 
5 z| Resultat m.. Acetatgemisch rg Sie Acetatgemisch | £||Resultat m. Itat m. Phosphatgemisch [x Resultat mit © || Resultat mit Citratgemisch 
Eng 33 E D = ra þeas 
SS 18 Elgg 8 CH 
E S Séi" Trübung |Flockung u: EINE! Trübung | Flockung |53 Get CH Trübung |Flockung 
— = i ES wë? m 
SEH ep el = ol = 
TEF E Sie 
0 — — 1,0 | — — 
= e | Be ' = = 
a 0: a: | eeng d =r —— = 
3 24 | SST | er Hi 3 I4. -= | — — 
| 
I 0: S | —- oj — | — 
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Tabelle VII. 
Ascıtes von Herzkrankheit. 

SE Gewicht 10 1007, Eiweißgehalt 0,5 Bo IE 
F S FEN m.Avetatgımisch E g'[Resultat m m. Phosphatgemisch = H an mit Citratgemisch 
i Si Trübung Flockun, Trübung bone $ z Tamun, Wor 

| dÉ KZ | 
H Z Z lig I I [þe ZI çl 
el Z Zira =— län 2 
lol Z ZI 3w Z 3 A e 

! 
(CES 2 Dj = = 
äi — ge RK S — 5 laz = = 
la ZO Zen 202 je = = 
dÉi = 12,09 I in Z I 


Wenn wir sämtliche Tabellen durchsehen, so kann man bemerken, 
daß in den Acetatproben die Maximalflockung stets in dem Röhrchen 
Nr. 5 (H') = 0,36 . 10— 4 sich findet. In Röhrchen 4 und 6 trat manchmal 
Flockung auf, aber niemals so deutlich wie in Nr 5. Bei sorgfältiger Prüfung 
des Zeitpunktes, wann die Flockung eintrat, konnte man stets bemerken, 
daß dies in Probe Nr. 5 zuerst geschah. 

Bei Anwendung der Phosphatgemischlösung erzielte ich ein anderes 
Resultat wie mit Acetatgemischlösung. Hier trat zwar die Maximalflockung 
auch in Röhrchen 5 auf, aber der Inhalt dieses Gläschens ist viel saurer, 
denn hier ist (H’) = 0,214. 10-2. Bei Citratgemischlösung trat die Flockung 
zwischen Röhrchen 3 bis 4 auf, und zwar neigt sie mehr nach Nr. 4 (H’) 
= 1,13. 10-4 Hiernach wirkt das Citratgemisch maximalflockend einer- 
seits bei einer etwas saureren Reaktion als das Acetatgemisch, andererseits 
bei weit schwächer saurer Reaktion als das Phosphatgemisch. Dieser Unter- 
schied in dem Verhalten des Eiweißes den einzelnen Pufferlösungen gegen- 
über beruht darauf, daß die verschiedenen Elektrolyten bei gleicher H’-Kon- 
zentration verschiedene Wirkungen entfalten. Eine ähnliche Erscheinung 
beobachtet man ja auch bei den Fermenten. Es kommt nicht bloß auf die 
Wasserstoffionenkenzentration an, sondern auch auf den Charakter der 
zur Verwendung kı mmenden Elektrolyten. Die obigen Befunde waren 
für alle von mir untersuchten Exsudate stets die gleichen; niemals habe 
ich Abweichungen in dem Fällungsmaximum gesehen. 

Andererseits orgab sich für Transsudate, wenn sie von frischen Fällen 
stammten, stets ein negatives Resultat. Nur wenn ich ein Transsudas 
untersuchte ven einem schon oft punktierten Falle, bekam ich mehr 
oder weniger starke T'rübung, die aber niemals zu einer deutlichen Flockung 
führte. In solchen Fällen traten die maximalen Trübungen stets bei dem 
gleichen H’ auf, sowohl bei Verwendung von Acetat-, wie Citrat- und 
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Phosphatgemischen sowie bei den Exsudaten. Wir dürfen daraus wohl 
den Schluß ziehen, daß, wenn in einem Transsudat schließlich Spuren von 
Eiweiß auftraten, dieses Eiweiß dasselbe ist wie das im Exsudat sich findende. 


II. Über den Zuckergehalt des Transsudats und Exsudats im Vergleich zu 
dem des Plasmas. 


Wenn wir von älteren Untersuchungen gänzlich absehen, so geht 
aus den Arbeiten der letzten Jahre hervor, daß die Ansichten über 
den Gehalt der Glucose im Exsudat und Transsudat noch auseinander- 
gehen. 


Hegler und Schumm!'), die sich eingehend mit dieser Frage beschäftigt 
haben, kommen zu dem Resultat, daß der Zuckergehalt des entzündlichen 
Ergusses niedriger ist als der Blutzucker, dagegen im Stauungserguß höher; 
wenn der Erguß positive Rivaltareaktion zeigt, ist sein Zuckergehalt ge- 
ringer, er ist dagegen höher bei negativer Reaktion. Weiter haben sie 
den Zuckergehalt von Transsudaten bei fieberhaften Zuständen untersucht, 
aber keine Beziehungen zu ihm gefunden. Saito?) kam zu einem entgegen- 
gesetzten Resultat; er fand, daß der Zuckergehalt von Exsudat im all- 
gemeinen höher ist als der vom Transsudat, und daß während des Fiebers 
der Zuckergehalt von Ergüssen höher ist als im fieberfreien Stadium. 
Nun ist es eine lang bekannte Tatsache, daß während des Fiebers der Blut- 
zucker steigt. Dies trifft aber nicht für alle Fälle zu; denn wir selber?) 
konnten feststellen, daß bei Influenza und Influenzapneumonie trotz hohen 
Fiebers eine Erhöhung des Blutzuckers nicht immer zu konstatieren ist. 


Bei diesen sich widersprechenden Angaben schien es wünschenswert, 
die Frage von den Mengenverhältnissen des Zuckers im Exsudat und 
Transsudat und ihr Verhältnis zum Blutzucker einer erneuten Prüfung 
zu unterziehen. 


Die Untersuchung nahmen wir so vor, daß wir zu 225 bzw. zu 450 ccm 
3proz. Kaliumsulfatlösung 25 ccm frisch punktiertes Transsudat bzw. 
Exsudat, das von dem Patienten in nüchternem Zustande entnommen 
war, zufließen ließen, gut umschüttelten und ungefähr 30 Minuten auf 
einem gut siedenden Wasserbade erhitzten, bis alles Eiweiß ausgefällt 
war. Hierauf wurde abgekühlt und filtriert und das vollkommen eiweiß- 
freie Filtrat nach Feststellung der Gesamtmenge im Vakuum bis auf 20 ccm 
eingeengt. Mit dieser eingeengten Lösung wurde dann nach Bertrand die 
Zuckerbestimmung ausgeführt. Gleichzeitig wurde Blut von demselben 
Patienten entnommen und in dem durch Zusatz von Kaliumoxalat flüssig 
gehaltenen Plasma mit Hilfe der von Gardner und Maclean*) modifizierten 
Bertrandschen Methode der Zucker bestimmt. In Rücksicht auf den be- 
schränkten Raum möchte ich das Resultat meiner Untersuchungen in 


1) Hegler und Schumm, Med. Klin. Nr. 44, S. 1881, 1913. 

2) Saito, Nippon Geka Gakkai Zasshi, 7. Jahrg., November, S. 704. 
Taisho. 

3) Hiruma und Hirota, Osaka Igakkai Zasshi 19, Nr. 6. 

4) Gardner und Maclean, Practical Organie and Biochem., S. 586. 
Plimmer, 1915. 
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folgenden beiden Tabellen mitteilen. Die Tabelle VIII enthält das Er- 
gebnis von 25 Transsudatuntersuchungen an 13 Patienten und 18 Exsudat- 
untersuchungen an 11 Patienten. Die Tabelle IX zeigt den Blutzucker- 
gehalt von fünf Patienten mit Transsudat und von vier Patienten mit 
Exsudat. 








Tabelle VIII. 
nn der rer Zuckermenge | Maximale Zuckermenge 
eu au ll. „oe zen See 
Transsudat. .. .. 0,0950 0,1347 
durchschnittlich 0,1145 
Exsudat ...... 0,0124 | 0,1124 


| durchschnittlich 0,0672 


Tabelle IX. 


Blutplasmazuckergehalt Minimale Zuckermenge | Maximale Zuckermen;e 











von Patienten mit Proz. Proz: 
Transsudat. .... | 0,0400 | 0,0960 
| durchschnittlich 0,0674 


Exsudat ...... | 0,0702 0,1333 
| durchschnittlich 0,0888 


Aus obigen Tabellen kann man sehen, daß bei der Mehrzahl der Trans- 
sudatfälle der Zuckergehalt über 0,1 Proz., durchschnittlich 0,1145 Proz., 
dagegen im Exsudat bei den meisten Fällen unter 0,09, durchschnittlich 
0,0672 Proz. beträgt, infolgedessen niedriger als Transsudatzuckergehalt 
ist. Hiernach können wir nur die Angaben von Hegeler und Schumm be- 
stätigen, während uns die Resultate von Saito nicht richtig zu sein scheinen. 
Beim Vergleich des Verhältnisses zwischen dem Zuckergehalt von Ergüssen 
und Blutzucker habe ich gefunden, daß bei Stauungen der Zuckergehalt 
höher als Blutplasmazucker ist und bei Ergüssen entzündlicher Natur fast 
derselbe oder sogar etwas niedriger. Auch in diesem Punkte stimmen 
meine Resultate mit denen von Hegeler und Schumm vollkommen überein. 
Der Plasmazuckergehalt der an Transsudat leidenden Patienten ist durch- 
schnittlich 0,0674 Proz., derjenige an Exsudat leidenden Menschen 
0,0888 Proz., es scheint also, daß der letztere etwas höher ist als der erstere. 
Hieraus möchte ich nun aber nicht den Schluß ziehen, daß das Exsudat 
die Ursache des etwas höheren Blutzuckers ist, sondern ich möchte glauben, 
daß, da Krankheiten mit Exsudat stets mit Fieber einhergehen, das Fieber 
den etwas erhöhten Blutzucker bedingt. Eine Ausnahme hiervon machen 
allerdings, wie ich gefunden habe, die Fälle von Influenza und Influenza- 
pneumonie, bei denen der Blutzucker nicht erhöht ist. In verschiedenen 
Fällen haben wir den Zuckergehalt des Exsudats im Verlaufe der Krankheit 
mehrfach geprüft und feststellen können, daß er durchaus kein konstanter 
ist, sondern Schwankungen unterliegt. So haben wir unter fünf von uns 
beobachteten Fällen dreimal eine Abnahme des Zuckers konstatiert, zweimal 
eine Zunahme; von den drei erstgenannten Fällen kamen zwei ad exitum, 
die anderen wurden geheilt. 


Chemische Differentialdiagnose zwischen Transsudat und Exsudat. 513 


III. Über Reststickstoff, Aminostickstoff und Ammoniakstickstoff 
im Transsudat und Exsudat. 


So ausgedehnt und mannigfaltig die Untersuchungen über den 
Reststickstoff des Blutes, über den Aminosäuren- und Ammoniakgehalt 
sind, so wenig hat man sich bisher mit den N-Bestandteilen des Trans- 
sudats und Exsudats beschäftigt. Es existiert nur eine Untersuchung 
von Strauss und Neuberg!), aus der hervorgeht, daß in den von ihnen 
untersuchten Fällen von Ödemflüssigkeit und Exsudat bei verschiedenen 
Erkrankungen keine Vermehrung des Aminostickstoffs festgestellt 
werden konnte. Nur in einem Falle von Coma bei chronischer Nephritis 
wurde eine auffallende Vermehrung von Aminosäurenstickstoff gefunden. 
Sonst ist in der Literatur nichts darüber bekannt. 


Ich habe mich deshalb der Aufgabe unterzogen, Rest-N, Amino-N 
und Ammoniak in entzündlichen und nicht entzündlichen Ergüssen 
von verschiedenen Krankheitsstadien zu untersuchen und festzustellen, 
welche Differenzen hierin zwischen Transsudat und Exsudat bestehen, 
und wie groß die Schwankungen in der Menge des Rest-N und seiner 
Komponenten bei den beobachteten Krankheiten sind. 


Was zunächst die Methodik anbetrifft, so habe ich zur Bestimmung 
des Rest-N die Enteiweißung im Exsudat und Transsudat so vorgenommen, 
daß ich nach der Vorschrift von Salkowski die Lösung mit gesättigtem 
Kochsalz und Eisessig versetzte und stark durchschüttelte. Nach 20 Minuten 
langem Stehen wurde filtriert und das Filtrat auf vollkommene Abwesenheit 
von Eiweiß geprüft. 25 ccm dieses Filtrats wurden dann für die Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl verwandt. 


Für die Bestimmung des Aminosäuren-N benutzte ich die Schenksche 
Methode zur Ausfällung des Eiweißes, indem ich 8ccm Exsudat bzw. 
Transsudat mit 20 ccm 2proz. Salzsäure und 20 ccm 5proz. Sublimat- 
lösung versetzte und erst am nächsten Tage abfiltrierte. 35 ccm des Filtrats 
wurden im Vakuum bis auf 2 ccm eingeengt, mit Natronlauge neutralisiert 
und dann in ihnen mit der Mikromethode von van Siyke der Amino-N 
quantitativ bestimmt. 

Die Ammoniakbestimmung wurde im unveränderten Exsudat bzw. 
Transsudat nach der Methode von Krüger und Reich in der Modifikation 
von Schittenhelm ausgeführt. 


Auf diese Weise habe ich nun Exsudat von 66 Patienten 118mal, 
Transsudat von 25 Patienten 36mal untersucht. 


Das Exsudat stammt von Pleuritis und Peritonitis, das Transsudat 
von Herzklappenfehler, Nephritis, Lebercirrhose und Beriberi, und zwar 
habe ich im Exsudat die Körpertemperatur der Patienten, im Transsudat 
den Ödemgrad besonders beachtet und ferner den mikroskopischen Befund, 
die Rivaltasche Reaktion und den Eiweißgehalt dieser Flüssigkeiten genau 
untersucht. Dann habe ich die quantitative Bestimmung von Rest-N, 
Amino-N und Ammoniak gemacht. 


1) Strauss und Neuberg, Berlin. klin. Wochenschr. Nr. 9, S. 258, 1906. 
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Da sämtliche Resultate mitzuteilen zu weit führen würde, möchte 
ich hier nur ganz kurz die durchschnittliche Menge von Reet-N, Amino-N 
und Ammoniak geben. 


Tabelle X. 
| Die in 100 ccm ent» Die in 100 ccm ent. Die in 100 ccm ent, 
A ad haltıne haltene baltene 
Arten der Flüssigkeit | Rest-N.Menge Amino-N.Menge Ammoniak menge 
l, mg mg mg 
Pileuraexsudat. . .. . 39,66 6,39 0,57 
Peritonealexsudat `, . . 43,02 6,49 0,55 
Herzklappenfehler- 
transsudat . . ... 31,98 6,54 0,59 
Nephritistranssudat . . 77,89 13,68 0,49 
Lebercirrhosetranssudat | 34,67 6,72 0,62 
Beriberitranssudat . ` 314,72 85,35 0,85 


Was zunächst das Transsudat anbetrifft, so sehen wir, daß bei Herz- 
leiden und Leberkrankheiten sich nur ein minimaler Unterschied im Rest- 
N-Gehalt ergibt, während der Amino-N- und Ammoniakgehalt der gleiche 
ist. Dagegen sehen wir im Transsudat bei Nierenkrankheiten eine starke 
Vermehrung des Rest-N und des Amino-N, während die Ammoniakmenge 
die gleiche geblieben ist. Noch weit größer sind die Werte für kardiale 
Beriberi. Hier konnten wir in einem Falle für Rest-N in Transsudat den 
enormen Wert von 314,72 mg feststellen, für Amino-N den Wert von 
85,35 mgN, während die Ammoniakmenge nur eine geringe Erhöhung zeigt. 

Bezüglich des Exsudats wurde festgestellt, daß der Rest-N etwas 
höher liegt als beim Transsudat von Herz- und Leberleiden, während 
Amino-N und Ammoniak sich in genau den gleichen Zahlen bewegen. 
Ich habe dann auch Vergleiche zwischen Blut und Exsudat bezüglich des 
Rest-N angestellt und beobachtet, daß der Rest-N im Exsudat meist höher 
ist als der im Gesamtblute und im Serum. 

Strauss hat bei fieberhaften Prozessen eine Vermehrung des Rest-N 
im Blute festgestellt. Dies trifft jedoch für den Rest-N im Exsudat nicht 
zu, derselbe ist unabhängig von Temperatursteigerung, er hängt dagegen 
ab vom Stadium der Exsudation sowohl wie vom Stadium der Resorption. 

Sodann habe ich den Rest-N und Amino-N von Transsudat und Ex- 
sudat in verschiedenen Stadien des klinischen Verlaufes kontrolliert und 
festgestellt, daß, wenn nach der Punktion der Erguß allmählich 
geringer wird, oder über eine Woche klinisch unverändert bleibt, oder 
wieder allmählich eine Spur einer Vermehrung sich bemerkbar macht, 
dann eine Vermehrung von Rest-N und Amino-N im Exsudat statthat. 
Wenn dagegen nach einer Punktion die Exsudatflüssigkeit sich wieder 
schnell ansammelt, so bleibt die Menge für Rest-N und Amino-N fast 
unverändert bestehen. Hierfür führe ich als Beleg vier Fälle von Pleura- 
exsudat an. 

Warum man in den beiden ersten Fällen eine Vermehrung und in den 
anderen eine Verminderung des Rest-N wahrnimmt, ist noch nicht klar, 
aber das Exsudat, das sich in Pleural- und Peritonealhöhlen ansammelt, 
ist teilweise mit dem Krankheitsverlauf eine Autolyse eingegangen, infolge- 
dessen findet vielleicht eine Vermehrung von Rest-N und Amino-N statt. 
Im zweiten Falle ist es wegen der schnellen Ansammlung der Exsudat- 
flüssigkeit vielleicht nieht möglich. daß Autolyse stattfindet, und infolge- 


Chemische Differentialdiagnose zwischen Transsudat und Exsudat. 515 























Tabelle XI 
| | 7 
5 | | |a Leg $ ali FBR, 
3j. Name des | Körper || Zeg "e g 3.5 8,218,8 
5 | Patienten | A, | temperatur | 23 28 S 93 BS „5% BS 
i | ı SIS aA |as |74433215 
Bi | EIERE ERE IE 
>! | | d S a |a 1/45%|35<|558 
| d ZEN E, [ume p fg, | omy 
8, Q Ikeguchi | Pleuritis 36,2—37,1' ımal | + | 4,0 ‚1020 30,69! 3,78| 0,68 
Dieselbe 36,1—36,810 Tag. + | 40 :1021|36,59| 5,41) 0,68 
51: o Moriya" „  36,5—38,8l1mal | + | 3,7 1020 31,38; 9,80| 0,88 
Derselbe \ „31,338, TA + : 4,0 |1022 |39,73|11,18| 0,68 
3.o Nishiwaki S 37,0—38,0| 1 mal | + | 3,0 |1021 42,88) 5,64! 0,51 
= Dersdbe | , 37,0—38, Piel + | 3,2 |1018 40,57| 3,67| 0,34 
12: g Okada | „  '36,2—37,21mal| + , 3,0 |1021 |38,47| 6,08| 0,41 
"` Derselbe S ‚36,2—37, fad + | 2,5 | 1020 |32,24| 3,04| 0,44 


dessen bleibt die Rest-N- und Amino-N-Menge fast unverändert oder 
vermindert sich sogar. Ich bin noch mit der Autolyse der Exsudatflüssig- 
keiten beschäftigt und werde später eine genaue Lösung dieser Fragen 
veröffentlichen. 

Bei Transsudat ist es sehr schwer, eine allgemeine Regel festzustellen, 
und die Art der Krankheit und deren Verlauf ist sehr verschieden. Bei 
Nephritis, besonders bei akuter Nephritis, die eine starke Ödemflüssigkeit 
hervorruft, findet im allgemeinen eine Vermehrung von Rest-N und Amino-N 
in Ascites und Ödemflüssigkeit statt, ebenso wie viele Autoren bei Nephritis 
die Vermehrung des Rest-N und des Amino-N im Blute festgestellt haben. 
Besonders im Falle von akuter Nephritis des Patienten Sumitomo, der 
ein starkes Ödem hatte, fand eine auffallende Vermehrung des Rest-N 
statt. Dagegen in dem Falle des Patienten Yoshimura, der auch akute 
Nephritis und mäßiges Ödem hatte, war die Vermehrung von Rest-N 
und Amino-N nicht bedeutend, doch hatte er einen pseudochylösen Ascites. 
Mit der Vermehrung von Urin ging bei ihm die ÖOdemflüssigkeit zurück, 
der Rest-N in dem noch bestehenden pseudochylösen Ascites ging zum 
Normalwert zurück. 

Als Beleg teile ich zwei Fälle von Nephritis in Tabelle XII mit. 

Wenn man im allgemeinen Ascites- und Ödemflüssigkeit, die zu gleicher 
Zeit entnommen wurden, miteinander vergleicht, so ist die Rest-N und 
Amino-N -Menge in Ascites etwas höher. Nimmt im Verlaufe der Erkrankung 
das Ödem an Umfang zu, so steigt auch sein Gehalt an Rest-N und Amino-N, 
und die Differenzen zwischen den Werten für Ascites- und Ödemflüssigkeit 
werden immer kleiner. Bei Herzleiden dagegen sehen wir keine Zunahme 
der Werte für Rest-N und Amino-N, auch wenn das Ödem noch so große 
Dimensionen annimmt; hier halten sich die Werte fast immer in den gleichen 
Grenzen. Dies scheint ein charakteristischer Unterschied zu sein zwischen 
nephritischem und Herzfehlerödem. Bei einem Falle von schwerer Beri- 
beri trat starkes Ödem auf, und die Ödemflüssigkeit enthielt: besonders 
große Mengen von Rest-N und Amino-N, höher als im Falle der akuten 
Nephritis des Patienten Sumitomo. Es ist bis jetzt noch nicht erwiesen, 
ob dieses durch Beriberi hervorgerufene Ödem renaler oder kardialer Natur 
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* Die gleichen Zeichen bedeuten: 


ist, doch ist es sehr inter- 
essant, daß dieses Resultat 
mehr dem renalen Ödem 
ähnlich scheint. Leider 
ist mir bis jetzt nur ein 
solcher Fall begegnet, 
und ich muß daher noch 
weitere derartige Fälle 
untersuchen. Ob zwischen 
dem weiteren Verlauf 
dieser Krankheit und dem 
Rest. A des dieser Krank- 
heit entsprechenden 
Transsudats ein Zu- 
sammenhang besteht wie 
beim Exsudat, kann man 
noch nicht mit Bestimmt- 


heit sagen. 


Zusammenfassung. 


1. Exsudate ent- 
halten ein Albumin, das 
durch Acetat-, Phosphat- 
und Citratgemisch sus- 
geflockt wird, bei reinen 
Transsudaten dagegen 
tritt mit diesen Mischun- 
gen keine Flockung ein. 

2. Der isoelektrische 
Punkt des Albumins in 
den Exsudaten liegt bei 
(H') = 0,36 . 10"? mit 
Acetatgemisch, (H) = 
0,214 . 107? mit Phos- 
phatgemisch und (H') = 
1,13. 10”? mit Citrat- 
gemisch. 

3. Entzündliche Cere- 
brospinalflüssigkeit hat 
dieselbe Art Albumin 
wie die in Pleuritis und 
Peritonitis gefundene; 
ihr isoelektrischer Punkt 
liegt bei Acetatgemisch 
immer bei (H') = 0.36 
. 10%. 
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4. Der Zuckergehalt des Exsudats ist geringer als der des Trans- 
sudats, d. h. in der Mehrzahl der Transsudatfälle beträgt der Zucker- 
gehalt über 0,1 Proz., im Durchschnitt 0,1145 Proz., dagegen beträgt 
im Exsudat in der Mehrzahl der Fälle der Zuckergehalt unter 0,09 Proz., 
durchschnittlich 0,0672 Proz. 

5. Der Zuckergehalt des Transsudats ist höher als der Plasma- 
zuckergehalt des Patienten, bei Exsudat ist der Zuckergehalt gleich 
oder etwas niedriger als der Plasmazuckergehalt. 

6. Das Fieberstadium hat keinen Einfluß auf den Zuckergehalt 
der Ergüsse, dagegen scheint bei demselben der Plasmazuckergehalt 
vermehrt zu sein. 

7. Der Rest-N von Transsudat ist bei Herzleiden und bei Leber- 
leiden fast der gleiche wie im Gesamtblute oder Blutserum, und ebenso 
der Amino-N und das Ammoniak. 

8. Im allgemeinen ist die Rest-N-Menge des Exsudats höher als 
diejenige des Transsudats von Herz- und Leberleiden. Amino-N und 
Ammoniak aber sind fast dieselben wie im Transsudat. 

9. Der Rest-N-Gehalt des Exsudats schwankt nicht mit der Fieber- 
kurve. Er nimmt dagegen zu, wenn das Exsudat punktiert wird und 
sich ganz langsam wieder ansammelt. Tritt eine schnelle Vermehrung 
ein, so bleibt der Rest-N und Amino-N entweder unverändert oder 
nimmt eher etwas ab. 

10. Bei Nephritis ist im allgemeinen die Rest-N-Menge um so 
größer, je stärker das Ödem ist. 


Über die Grundlagen der Wielandschen Atmungstheorie. 


Von 
Otto Warburg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 19. September 1923.) 


I. 


Nach einem Versuch von Wieand verläuft die Oxydation des 
Kohlenoxyds nicht nach der Gleichung 


sondern nach den Gleichungen 


CO +H,0 = HCOOH. . . (Hydratation) 
HCOOH + 1/0 = CO, + Ba. (Dehydrierung) 

Diesen Fall betrachtet Wieland als Beispiel der allgemeinen Regel, 
daß die Oxydation der Kohlenstoffverbindungen durch Abgabe von 
Wasserstoff, nicht durch Aufnahme von Sauerstoff erfolge!). 

Ist die Verallgemeinerung erlaubt, so ist die Sauerstoffatmung 
eine Folge von Hydratationen und Dehydrierungen, und zwar, wenn 
man die Bilanz ins Auge faßt, von Dehydrierungen durch molekularen 
Sauerstoff. Dann beschränkt sich das Problem der Atmung auf die 
Frage: in welcher Weise katalysiert die Zellsubstanz die Dehydrierung ! 

Hier bestehen zunächst, welches auch der Mechanismus der Katalyse 
sein mag, drei Möglichkeiten: es kann der Wasserstoff der organischen 
Moleküle durch die Zellsubstanz aktiviert werden, es kann der molekulare 
Sauerstoff aktiviert werden, oder es kann beides zugleich geschehen. 
Wieland entscheidet sich für die erste Möglichkeit, nimmt also an, 
daß es der Wasserstoff ist, der durch die Zellsubstanz aktiviert werde, 
und zwar ausschließlich der Wasserstoff, während der Sauerstoff als 
solcher — als molekularer Sauerstoff — mit dem Wasserstoff reagiere. 
Diese Annahme ist der Inhalt der Wielandschen Atmungstheorie?). 

Sucht man nach chemischen Analogien, so verweist Wieland auf 
die Palladiumkatalysen. Palladiummetall®) /ermag organischen Mole- 


1) H. Wieland, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 45, 484, 679, 685, 2606, 
1912; 46, 3327, 1913; 47, 2085, 1914; 54, 2353, 1921. 

2) Derselbe, ebendaselbst 55, 3639, 1922; Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 
1922; Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 252, 1923. 

3) H. Wieland, Chem. Ber. 47, 2085, 1914. 
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külen Wasserstoff zu entziehen und den aufgenommenen Wasser- 
stoff so weit zu aktivieren, daß er bei niedriger Temperatur mit mole- 
kularem Sauerstoff reagiert. Doch ist es Wieland nicht gelungen, 
in der Zelle eine Substanz von der wasserstoffaktivierenden Eigenschaft 
des Palladiummetalls aufzufinden, und hierin lag von vornherein das 
unbefriedigende seiner Theorie. Denn die Einführung der wasserstoff- 
aktivierenden Fermente war nur ein umschreibender Ausdruck für 
die Annahme, daß der Wasserstoff durch die Zelle aktiviert werde. 


IL 


Eine andere Theorie der Atmung hat der Verfasser entwickelt). 
Nach ihr ist der Katalysator der Atmung das Eisen, ein Element, 
das in kleinen Mengen in jeder Zelle als lebenswichtiger Bestandteil 
vorkommt. Eisen, der Zellsubstanz oder einfachen chemischen Systemen 
zugesetzt, vermag die Reaktion zwischen molekularem Sauerstoff 
und organischen Molekülen zu katalysieren, wobei Geschwindigkeiten 
der Oxydation beobachtet werden, die im Vergleich zur Menge des 
zugesetzten Eisens außerordentlich groß sind. In der Tat genügt der 
minimale Eisengehalt der Zelle, um den Sauerstoffverbrauch intensiv 
atmender Zellen zu erklären. 


Was den Mechanismus der Eisenkatalysen anbetrifft, so ist er 
zwar von Fall zu Fall verschieden, insoweit aber immer gleich, als eine 
niedrige Oxydationsstufe des Eisens mit dem Oxydationsmittel, die 
hierbei entstehende höhere Oxydationsstufe mit dem Substrat der 
Oxydation reagiert, wobei sich die niedrige Oxydationsstufe des Eisens 
zurückbildet. | 


Das Oxydationsmittel der Atmung ist der molekulare Sauerstoff, 
die Primärreaktion der Atmung die Reaktion zwischen molekularem 
Sauerstoff und Eisen, und nur in dieser Reaktion, nicht mit den or- 
ganischen Molekülen, vermag der molekulare Sauerstoff in der Zelle 
zu reagieren. Binden wir das Eisen der Zelle durch Blausäure, so hört 
die Sauerstoffabsorption auf, obwohl Blausäure weder mit dem mole- 
kularen Sauerstoff noch mit den organischen Molekülen reagiert und 
ihre wirksame Menge auch gar nicht ausreichen würde, um diese beiden 
Reaktionsteilnehmer in nennenswerten Betrage zu verändern. 


IHI. 


Ein Vergleich beider Theorien lehrt, daß sie, was die Reaktionsweise 
des molekularen Sauerstoffs anbetrifft. in unvereinbarem Gegensatz 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 119, 134, 1921; 186, 266, 1923; Zeitschr. 
f. Elektrochem. 1922, S. 70. 
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stehen. Nach der ersten Theorie reagiert der molekulare Sauerstoff 
direkt mit dem Wasserstoff der organischen Moleküle, nach der zweiten 
Theorie ausschließlich mit dem Eisen. Die erste Theorie sieht in der 
Aktivierung des Wasserstoffs die wesentliche Wirkung der Zellsubstanz, 
die zweite Theorie läßt die Frage, ob neben dem Sauerstoff!) auch 
Wasserstoff aktiviert werde, als ungeklärt beiseite. 

Da es für die Entwicklung eines Gebietes schädlich ist, wenn zwei 
sich gegenseitig ausschließende Theorien nebeneinander bestehen, 
so wird man versuchen, eine Entscheidung zugunsten der einen oder 
der anderen Theorie herbeizuführen. Von diesem Gesichtspunkte 
aus habe ich es unternommen, den Gedankengang der Wielandschen 
Theorie nachzuprüfen und werde im folgenden zeigen, daß Wielands 
Schlüsse nicht nur nicht bindend, sondern, soviel ich sehe. unrichtig 
sind. 


IV. 
Essigbakterien katalysieren die Reaktion zwischen Äthylalkohol 
und molekularem Sauerstoff zu Essigsäure, ein Vorgang, dessen Bilanz- 
gleichung lautet: 


CHO + 0, = C, H,0, + H,O. (1) 


Wieland fand), daß der molekulare Sauerstoff ersetzt werden kann 
durch Chinon oder Methylenblau. Bezeichnen wir Chinon mit Ch, 
Methylenblau mit M, so haben wir an Stelle von (1) die Büanz- 
Gleichungen: 


C H,O + H,O + 2Ch = C,H,0, + 2 (ChH,), 
C,H,0 +H,0+2M = (,H,0, + 2 (MH,). 


Platinschwarz katalysiert die Reaktion zwischen Äthylalkohol 
und molekularem Sauerstoff zu Essigsäure. Wieland fand?), daß auch 
hier der molekulare Sauerstoff ersetzt werden kann durch Chinon 
oder Methylenblau. 

Aus diesen Versuchen zieht Wieland den Schluß, daß durch den 
Katalysator — die Zellsubstanz oder das Platin — der Wasserstoff 
des Äthylalkohols aktiviert werde, nicht aber das Oxydationsmittel, 
weder das Methylenblau, noch das Chinon, noch — was das wichtigste 
ist — der molekulare Sauerstoff. Beispielsweise schreibt er®): 


1) Unter „Aktivierung‘‘ des Sauerstoffs verstehen wir alle Vorgänge, 
in denen aus molekularem Sauerstoff und einem anderen Stoff ein Oxy- 
dationsmittel entsteht, das schneller reagiert als molekularer Sauerstoff. 
Das Oxydationspotential bleibt hier ganz außer Betracht. 

2) H. Wieland, Chem. Ber. 46, 3327, 1913. 

3) Derselbe, ebendaselbst 45, 484, 1912. 

4) Derselbe, Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 252, 1923. 
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„Die katalytische Oxydation von Alkohol durch Platin, die zuerst 
von Schönbein beobachtet worden ist, geschieht nicht durch Sauerstoff- 
aktivierung. Es ist der Wasserstoff des Alkohols, der durch den Katalysator 
reaktionsfähig gemacht wird, und der in diesem Zustande den molekularen 
Sauerstoff über die Phase des Hydroperoxyds zu Wasser hydriert. Beweis: 
Die Reaktion erfolgt in gleicher Weise ohne Gegenwart von Sauerstoff, 
wenn statt seiner ein anderer Wasserstoffakzeptor verwendet wird, z. B. 
Chinon oder Methylenblau.“ 

Zunächst ist zu bemerken, daß wir es mit Oberflächenreaktionen 
zu tun haben, im Modellversuch mit Alkohol, der an Platin gebunden 
ist, und mit den Oxydationsmitteln, Methylenblau, Chinon oder Sauer- 
stoff, die an Platin gebunden sind. Alle diese Stoffe werden durch die 
Bindung an den Katalysator verändert, und man kann, wenn man 
im Sinne Wielands an das Problem herangeht, nur fragen: Welche 
Veränderung ist für den Eintritt der Reaktion wesentlicher, die Ver- 
änderung des Alkohols oder die Veränderung der Oxydationsmittel ? 
Wieland anwortet: die Veränderung des Alkohols, offenbar indem er 
den Umstand für beweisend hält, daß drei durchaus verschiedene 
Oxydationsmittel dasselbe Endprodukt der Oxydation, die Essigsäure, 
liefern. 

Dieser Schluß erscheint in keiner Weise bindend. Stellen wir uns 
auf den entgegengesetzten Standpunkt und betrachten als die wesent- 
liche Wirkung des Katalysators die Veränderung der Oxydations- 
mittel, so haben wir drei verschiedene Oxydationsmittel, die die Hydr- 
oxylgruppe des Alkohols zur Carboxylgruppe oxydieren, die schwerer 
oxydierbare CH,-Gruppe jedoch nicht angreifen. Beispiele, daß ver- 
schiedene Oxydationsmittel ein organisches Molekül zu demselben 
Endprodukt oxydieren — und zwar in homogener Lösung, wo von 
einer Aktivierung des organischen Moleküls keine Rede sein kann — 
sind in so großer Zahl bekannt, daß die zweite Erklärung der ersten 
zum mindesten nicht unterlegen ist. 

Dies vorausgeschickt, fragt es sich, ob wir über die Veränderung 
der Reaktionsteilnehmer durch den Katalysator in den zur Diskussion 
stehenden Fällen irgend etwas aussagen können, was über das Hypo- 
thetische hinausgeht. Diese Frage ist zu bejahen für den Fall, daß 
der Katalysator Platin, das Oxydationsmittel Sauerstoff ist. 

Wir wissen, daß Platin molekularen Sauerstoff nicht nur durch 
unspezifische ÖOberflächenkräfte bindet, sondern, wie das elektro- 
motorische Verhalten von Platin in Sauerstoff zeigt, durch sehr erheb- 
liche chemische Kräfte. Hierbei wird der Sauerstoff aktiviert, mit 
Sauerstoff behandeltes Platin zeigt Superoxydreaktionen !). Bedenkt man 
dies, so wird man gerade den Schluß, auf den Wielands Beweisführung 


1) Engler und L. Wöhler, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 29, 1, 1902; 
L. Wöhler, Chem. Ber. 86, 3475, 1903. 
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zielt, verwerfen müssen. Oxydieren wir Alkohol mit Sauerstoff an Platin, 
so ist es nicht der molekulare Saucrstoff, sondern der Sauerstoff eines 
Platinoxyds oder Superoxyds, der mit dem Alkohol reagiert, eine 
Auffassung, die in keiner Weise durch die Tatsache berührt wird, daß 
wir den Alkohol auch mit Chinon oder Methylenblau oxydieren können. 


Die Nachprüfung des Wielandschen Gedankenganges an dem 
Beispiel der Platinkatalyse zeigt, wie wenig bindend, ja wie willkürlich 
seine Schlüsse sind. Insbesondere ist die sauerstofflose Oxydation 
kein Argument, das irgend etwas aussagt über die Reaktionsweise 
des molckularen Sauerstoffs, weder im Fall der Platinkatalyse, noch 
in einem anderen Fall. 


V. 

Muskelgewebe katalysiert die Reaktion zwischen molekularem 
Sauerstoff und Bernsteinsäure zu Fumarsäure. Thunberg iand!), 
daß der molekulare Sauerstoff ersetzt werden kann durch Methylenblau, 
wobei als Reduktionsprodukt an Stelle des Wassers Leucomethylenblau 
erscheint, für Wieland ein Beweis, daß der molekulare Sauerstoff 
durch Muskelgewebe nicht aktiviert wird. In diesem Fall jedoch liegt 
ein Versuch!) vor, der Wielands Deutung ausschließt. 


Bringt man nämlich in die Muskelsubstanz eine kleine Menge 
Blausäure, so wird zwar die Oxydation durch molekularen Sauerstoff, 
nicht aber die Oxydation durch Methylenblau gehemmt. Folgen wir 
der Deutung Wielands, so haben wir in dem blausäurehaltigen Gewebe, 
da Methylenblau reduziert wird, aktiven Wasserstoff. Wir haben in 
dem blausäurchaltigen Gewebe, wenn wir es mit Sauerstoff sättigen, 
außerdem molekularen Sauerstoff, so daß alle Bedingungen zum Eintritt 
der Wielandschen Reaktion gegeben sind. Indessen findet sich, daB 
eine Reaktion nicht eintritt, Bernsteinsäure in blausäurehaltigem Ge- 
webe ist gegenüber Sauerstoff beständig. Dies beweist — soweit es 
Beweise in der Naturwissenschaft gibt — daß Wielands Deutung 
falsch ist. 


Dabei liegt die richtige Deutung auf der Hand. Blausäure bindet 
das Eisen und verhindert damit die Aufnahme des molekularen Sauer- 
stoffs. Sie verhindert aber nicht die Oxydation durch Methylenblau, 
weil dieser Vorgang mit Eisen nichts zu tun bat. Methylenblau, Chinon 
und ähnliche Körper verhalten sich in der Zelle nicht wie molekularer 
Sauerstoff, sondern wie molekularer Sauerstoff + Eisen, d h. wre akti- 
vierler Sauerstoff. 


1) T. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 85, 163, 1917; vgl. dazu auch 
C. L. Evans, Cyanide Anoxaemia, Journ. of. Physiol. 58, 17, 1919. 
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VI. 

Die fundamentale Tatsache, daß Blausäure die Atmung hemmt, 
ist im allgemeinen sowohl als auch mit Hinblick auf die sauerstofflose ` 
Oxydation der Wielandschen Atmungstheorie ungünstig. Wieland 
äußert nun neuerdings die Auffassung!), die Wirkung der Blausäure 
auf die Atmung sei etwas Sekundäres, Blausäure hemme nicht das 
Atmungsferment, sondern die Katalase. So komme es zu einer An- 
häufung von Wasserstoffsuperoxyd in der Zelle und schließlich zu einer 
Vergiftung des Atmungsferments. 

Niemand, der die Wirkung der Blausäure auf die Atmung gesehen 
hat, kann diese Theorie in Erwägung ziehen. Die Wirkung der Blau- 
säure setzt sofort in dem durch die Blausäurekonzentration gegebenen 
Maße ein, sie nimmt mit der Zeit nicht zu, und sie ist bei Zimmer- 
temperatur vollkommen reversibel. Wäre Wielands Auffassung richtig, 
so würde die Wirkung der Blausäure bei konstanter Blausäurekonzen- 
tration mit der Zeit zunehmen und sie wäre irreversibel. Sie wäre 
ferner nicht bestimmt durch die Konzentration der Blausäure, sondern 
außerdem abhängig von dem Flüssigkeitsvolumen, in dem wir die 
Zellen suspendieren. Denn lebende Zellen sind für Wasserstoffsuperoxyd 
permeabel. Niemals ist der Austritt von Weasserstoffsuperoxyd aus 
einer blausäurehaltigen lebenden Zelle nachgewiesen worden. 

Die Theorie geht aus von der ersten unbewiesenen Annahme, Wasser- 
stoffsuperoxyd sei ein Zwischenprodukt der Atmung, von der zweiten 
unbewissenen Annahme, etwa gebildetes Wasserstoffsuperoxyd könne 
im Atmungsprozeß nicht reduziert werden, und von einer dritten un- 
bewiesenen Annahme über die Rolle der Katalasen. Da es keinen 
Versuch gibt, der die Theorie begründet und keine Konsequenz der 
Theorie, die zutrifft, so soll sie in der Folge nicht mehr berücksichtigt 
werden. 


1) H. Wieland, Chem. Ber. 55, 3639, 1922; Ergebn. d. Physiol. 20, 
477, 1922; Oppenheimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., 2, 252, 1923. 


Über die Standardisierung 
der Untersuchung der Senkung der roten Blutkörperchen. 


Von 
L. Berezeller und H. Woastl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 22. September 1923.) 


. Die diagnostische Verwendung der Senkung der roten Blutkörper- 
chen hat zur Ausbildung verschiedener Methoden geführt. An dieser 
Stelle soll auf den Vergleich dieser Methoden nicht näher eingegangen 
werden, sondern es sollen lediglich einzelne der wichtigsten Faktoren 
besprochen werden, die bei ein und derselben Probe oder bei ein und 
demselben Individuum Differenzen im Ablauf der Senkung verursachen 
können. 

Es muß aber bereits an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, 
daß man bei der Ausbildung der Methoden sehr willkürlich vorgegangen 
ist. Man hat sich meistens damit zufrieden gegeben, daß man sich 
‘unter bestimmten gegebenen Bedingungen mit einer Ablesung oder 
höchstens mit drei Ablesungen begnügt hat. Nun ist die Senkung 
der roten Blutkörperchen ein sehr komplexer Vorgang, worauf schon 
Berczeller und Stanker!) hingewiesen haben, und es ist sehr leicht möglich, 
sogar wahrscheinlich, daß die biologische Inkonstanz in vielen Fällen 
auf unzweckmäßige Methodik zurückzuführen ist, was aber durch 
eine systematische Klärung der einzelnen wirksamen Bedingungen 
ausschaltbar sein wird. 

Diesen Weg haben bereits Berczeller und Stanker für die dia- 
gnostische Verwendung der Senkungsprobe empfohlen. Zuletzt hat 
sich Jose/owic?2) mit den einzelnen Fehlerquellen der Methodik be- 
schäftigt. Er weist bei ein und derselben Probe nach: 

1. Die Wirkung der Temperatur (erhöhte Temperatur rascher) und 

2. die Wirkung von unberechenbaren äußeren Ursachen, welche 


1) Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 3, 1917. 
2) Wien. klin. Wochenschr. 1922. 
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gelegentlich eine ganz verschiedene Senkung der roten Blutkörperchen 
der gleichen Blutprobe unter scheinbar gleichen Bedingungen ver- 
ursachen. 

Von physiologischen Einflüssen auf die Senkung der roten Blut- 
körperchen zählt Josefowic auf: 

. während der Verdauung raschere Senkung, 
. Zahl der roten Blutkörperchen (Bürker), 
. Größe der roten Blutkörperchen (Bürker), 
. Hämoglobingehalt, 
. männliches bzw. weibliches Blut, 

. Menstruation und Gravidität. 

Selbstverständlich spielt im Unterschiede zwischen männlichem 
und weiblichem Blute auch die Zahl und der Hämoglobingehalt, ja 
sogar die Größe der roten Blutkörperchen eine Rolle. Wir haben aber 
alle Ursache anzunehmen, daß dies nicht der alleinige Grund der Unter- 
schiede ist, wie dies durch die Versuche von Brinkmann und Wastl!) 
bewiesen wurde. Diese Versuche zeigen uns zugleich am deutlichsten, 
daß für die Differenzierung physiologischer wie pathologischer Zustände 
bestimmte einheitliche und optimale Grundbedingungen eingeführt 
werden müssen, und daß man in der Wahl der Methodik das Haupt- 
gewicht auf das Ausmessen möglichst großer Differenzen wird legen 
müssen. An der Hand der Brinkmann und Wastlschen Versuche läßt 
sich berechnen, daß der spezifische Unterschied zwischen dem männlichen 
und weiblichen Blute eigentlich nur im Beginn des Versuches ein wesent- 
licher ist und daß sich schon sehr bald die Zunahme der Geschwindig- 
keiten ausgleicht. In der folgenden Tabelle sind die Verhältniszahlen 
der Geschwindigkeiten (wobei die Geschwindigkeit der weiblichen 
roten Blutkörperchen durch die der männlichen dividiert ist), angegeben. 


Tabelle I. 


Normales Menschenblut. 


Zeit in Minuten | | 
(vom Ver uch beginn), 30 45 60 
ọ /æ Geschwindigkeit . | Ze Lü: 15| 15 


O D Wb Co br 





Schon nach 30 Minuten ist die Abnahme des Geschwindigkeits- 
faktors 9 /c" bereits ein sehr wesentlicher. Im allerersten Beginn des 
Versuches ist daher der Unterschied zwischen weiblichem und männ- 
lichem Blute am größten. Wenn man also die Senkung der roten Blut- 
körperchen für die Differenzierung zwischen männlichem und weib- 
lichem Blute benutzen will, so wird man die Senkungszeiten nach 
Möglichkeit gering wählen. 


1) Diese Zeitschr. 124, 1921. 
Biochemische Zeitschrift Band 142. S 35 
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FEbensolche Verhältnisse ergeben sich in bezug auf die Verdünnung. 
Ebenfalls aus den Versuchen von Brinkmann und Wasil!) ist bereits 
ersichtlich, daß schon eine geringe Verdünnung aus diesem Gesichts- 
punkte heraus nicht unwesentlich ist. 


Tabelle II. 
Normales menschliches Blut: Wio Geschwindigkeitsfaktor. 





I | u. mr ` IV. 














Minuten ` 7 Nicht verdünnt ` + 1a Plasma | + 2% Plasma + 1 Plasma 
8 | = nr nn m — 7 SS - Pre 
LI 1,3 1,3 
15 3 1,2 1,2 1,3 
30 1,7 1,2 1,1 1,3 
Aë 1,3 1,2 1,1 1,2 
60 | 12 1,2 LI 12 


Aus Tabelle II ergibt sich, daß der Unterschied zwischen männ- 
lichem und weiblichem Blute im allerersten Beginn des Versuches am 
größten ist, daß aber schon der Zusatz von Lo Teil Plasma diesen 
Unterschied fast vollständig zum Verschwinden bringt; die Verhältnis- 
zahlen der Geschwindigkeiten sind bei Verdünnung fast gleich. Der 
zeitliche Unterschied ist allerdings andeutungsweise noch zu erkennen 
(außer bei %, Verdünnung). Diese Differenzen sind aber unverhältnis- 
mäßig geringer als beim unverdünnten Blute?). 

Von besonderem Interesse ist nun, daß viele Untersucher, um die 
Gerinnung zu hemmen, eine bedeutende Verdünnung (bis zu 20 Proz.) 
verwendet haben, was unbedingt schon eine Verwischung der Unter- 
schiede zwischen männlichem und weiblichem Blute mit sich bringt. 
Brinkmann und Wasil!) arbeiteten nur mit einem Zusatz von etwas 
weniger als 4proz. konzentrierter Natriumoxalatlösung zum mensch- 
lichen Blute. Als Beispiel für eine größere Verdünnung des Blutes 
erwähnen wir die Versuche von Starlinger®). Er setzt zu 0,8ccm Blut 
0,2 ccm 20proz. Natriumeitratlösung hinzu. Die Unterschiede zwischen 
männlichem und weiblichem Blute sind vorhanden, aber schon wesentlich 
geringer, wozu allerdings auch neben der größeren Verdünnung die 
oft viel später stattgefundene Ablesung der Resultate (Methode nach 


` 
e — É ` om a 


1) 1. œe. 

2) Dio Gegenüberstellung dieser beiden Resultate zeigt nun auch, 
daß nicht die größere Entfernung der roten Blutkörperchen voneinander 
im Beginn des Versuches den spezifischen Unterschied zwischen männlichen 
und weiblichem Blute verursacht, daß bei der Annäherung aneinander die 
roten Blutkörperchen in ihrer Bewegung eine größere Gleichmäßigkeit 
zwischen männlichem und weiblichem Blut aufweisen, denn nach Verdünnung 
wird dieser Unterschied ausgeschaltet; vielmehr müssen wir annehmen, 
daß der Unterschied in der Art der Bewegung liegt. 

3) Diese Zeitschr. 122, 1921. 
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Linzenmeyer, Zeiten bestimmter zurückgelegter Wegstrecken) beiträgt. 
Da Starlinger auch den Fibrinogengehalt des Plasmas angibt, haben 
wir immer männliches und weibliches Blut von ungefähr gleichem 
Fibrinogengehalt verglichen. 




















Tabelle III. 

g 3 Potekali | we © Senkungszeiten (Minuten) | | Pifferenz AIR (Minuten) 
E5 ne ' 6mm | Li emm ; 18mm 6mm | 12mm | 18mm 
> a os o e g a a a a 
lole le elelee leje, Si TI 

179| 56 oaloen uo ua 18) 34| 2al+r 2) + 4| +10 
2 | 79 25 081 0,59! 13 14 22, 19| 34| 24 — 1|+ 3| +10 
3 SE 048,04 18 15 25! 23| 40| 30.+ 3|+ Si +10 
4 |29! 4! 039|038! 30 16 50! 28| 80| 50, +14 |+22| +30 
5: 96 | a8 0,28. 0,28 | BE T + 1| +25 
6. 28 10 ; 0,23 ; 023: 8 E? 163 | 101 | 245 | 150 | +33 | + 62 | + 95 
1"28| e oan 02282 on '163 | 115 | 245 | 152 | +22 | +48 + 94 





Aus Tabelle III ergibt sich, daß unter sieben wegen ihres ver- 
gleichbaren Fibrinogengehaltes ähnlichen Fällen es nur in zwei Fällen 
bei den geringsten Senkungshöhen vorkommt, daß das männliche Blut 
schneller sinkt, davon ist aber auch im ersten Falle nur ein minimaler 
Unterschied (1 Minute); in allen anderen Fällen senkt sich das weibliche 
Blut schneller als das männliche. 

In Tabelle IV sind die entsprechenden Geschwindigkeitsfaktoren 
wie aus den Versuchen von Brinkmann und Wastl gerechnet (in diesem 
Falle do Senkungszeiten = 9 Jd Geschwindigkeiten). 











Tabelle IV. 

Nummer | Geschwindigkeitsfaktoren s|? 

s Isio EE ee 
Versuches | ómm 12mm | 18 mm 

1 1,2 1,2 1,4 

2 0,9 1,1 | 1,4 

3 1,2 1,1 1,3 

4 1,9 1,8 1,6 

5 0,9 1,0 1,1 

6 1,7 1,6 1,6 

T 1,3 1,4 1,6 


Aus Tabelle IV ersehen wir, daß, der größeren Verdünnung ent- 
sprechend, die Unterschiede zwischen männlichem und weiblichem 
Blute in den Starlingerschen Versuchen bedeutend geringer sind als 
in den Versuchen von Brinkmann und Wastl. Es sind aber nicht ganz 
dieselben Werte wie in den verdünnten Blutproben der Versuche von 
Brinkmann und Wastl zu beobachten, sondern besonders zwei Fälle 
(4 und 6) fallen ziemlich heraus. Die Abweichungen sind trotzdem so 


35 * 
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gering, daß im Mittel die Werte dieselben sind wie die von Brinkmann 
und Wastl beobachteten. 


Tabelle V. 
= Mittlere Senkunysseiten (Minuten). 
(Hass Be ya a wu 
` nmn | 12mm | 18mm 
| 2% 54 91 
oO | 34,4 66 115 
Mittl. Geschwindigkeitsfaktoren 9 /o' 
| 12 ` 12 ` 1,3 


Ebenso ergibt sich aus den Zahlen von Fähreus!) ein Geschwindig- 
keitsfaktor 2 / zu 1,2, was mit den aus den Versuchen von Brinkmann 
und Wasil berechneten Werten gut übereinstimmt. Der Hauptfaktor 
des Unterschiedes zwischen den Versuchen von Brinkmann und Wasil 
und den Versuchen von Starlinger bildet also zweifellos die größere 
Verdünnung. Die Methode von Brinkmann und Wastl ist daher als ein 
sehr empfindlicher Indikator für den Nachweis des Unterschiedes 
zwischen männlichem und weiblichem Blute zu betrachten. Damit 
ist aber gleichzeitig auch bewiesen, daß dieser Unterschied nicht auf 
den roten Blutkörperchen noch auf dem Plasma allein beruht, sondern 
durch den spezifischen Zustand des Blutes verursacht wird und davon 
abhängt, in welcher Konzentration die roten Blutkörperchen im Plasma 
vorhanden sind. Schon bei geringer Verdünnung sowie bei der An- 
näherung der roten Blutkörperchen aneinander (im Verlauf der Senkung) 
wird daber der Unterschied zwischen männlichem und weiblichem 
Blute sehr wesentlich vermindert. 


Dieses Beispiel beweist genügend, daß nur die systematische 
Analyse des Senkungsvorganges zur Verfeinerung der Methodik und 
besseren Charakterisierung der einzelnen Zustände führen kann. 

Was die Methodik betrifft, so sind sowohl die Art der Entnahme 
des Blutes (arterielles oder venöses Blut, Verdünnung, Zusätze ver- 
schiedener gerinnungshemmender Substanzen usw.), wie auch die Art 
der Aufstellung desselben zur Senkung (Weite und Neigung der 
Röhrchen, Höhe der Blutsäule, Temperatur, zeitlicher Abstand zwischen 
Entnahme und der Aufstellung zur Senkung usw.) und der schon 
bekannte Unterschied zwischen Plasma und Serum (bereits Biernacki 
bekannt) von so maßgebender Bedeutung, daß diese zum Teil modi- 
fizierend, zum Teil aber ganz wesentlich verändernd auf die beobachteten 
Resultate einwirken können. Noch dazu sind die erwähnten Wirkungen 


1) The Suspensionsstability of the Blood. Stockholm 1921. 
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von sehr verschiedener Größe, je nach den anderen Bedingungen, 
ja sogar verschieden bei verschiedenen Blutarten, so daß zunächst 
ganz empirisch die einzelnen Wirkungen geordnet werden müssen, 
um eine bessere Einsicht in den Mechanismus der Senkung der roten 
Blutkörperchen zu gewinnen. 


1. Senkungsversuche in vertikalen und geneigten Röhren. 


Von größter methodischer Wichtigkeit ist die schon von Boycraft!}) 
beobachtete Erscheinung, daß in schiefgestellten Röhren die Senkung 
der roten Blutkörperchen viel schneller stattfindet als in vertikalen. 
Brinkmann und Wastl?) haben diese Erscheinung dazu benutzt, um 
beim menschlichen Blute die Ablesezeiten zu verkürzen, zu welchem 
Zwecke sie die Senkung des Blutes in mit 45° schiefgestellten Röhrchen 
vorgenommen haben. An dieser Stelle soll auf eine nähere mechanische 
Analyse dieser Erscheinung nicht eingegangen werden). Es muß nur 
betont werden, daß dabei die Brownsche Bewegung der roten Blut- 
körperchen, wie dies Boycrajt vermutet hat, jedenfalls nicht von Be- 
deutung ist. | 


Für die Methodik der Blutkörperchensenkungsversuche ist diese 
Erscheinung deswegen von größter Wichtigkeit, weil eben schon eine 
geringe Schiefstellung der Röhrchen von sehr großem Einfluß ist, 
während eine weitere Steigerung des Winkels keine so bedeutende 
Zunahme der zurückgelegten Strecken hervorruft. Unsere Versuche 
haben wir in der Weise ausgeführt, daß wir das Blut in 2 bis 4mm 
weiten Röhrchen in meistens 130 mm hohen Schichten genau vertikal, 
dann an 67,5%, 45 und 22,50 schiefen Ebenen zur Senkung aufgestellt 
haben. An der Stelle sollen nur die Resultate mit normalem mensch- 
lichen Blute (Entnahme durch Venenpunktion, Zusatz von 4proz. 
konzentrierter Na-Oxalatlösung, Aufstellung bei Zimmertemperatur 
etwa eine halbe Stunde nach Entnahme, Weite der Röhrchen 2 mm, 
Höhe der Blutsäule 130 mm) Erwähnung finden, bei der Untersuchung 
der Mechanik der Senkung werden wir auf diese Erscheinung näher 
eingehen. 

In Tabelle VI sind die nach verschiedenen Zeiten zurückgelegten 
Strecken im normalen männlichen Menschenblut angegeben. 

In unserer Versuchsanordnung ist also die Senkung in vier Ebenen 
ausgeführt, wobei jede schiefer gestellte Ebene sich um 22,5% unter- 
scheidet, also genau um ein Viertel der Vertikalen. 


1) Nature 105, 1920. 
2) l. e. 
3) Ist beabsichtigt, später publiziert zu werden. 
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Tabelle VI. 
Normales o Menschenblut (+ 4Proz. konzentrierten Na-Oxalats). 








Freie Plasmahöhen in mm bei 


| Differenzen der Plasmahöhen 
| in mm für 
22,50 


Zeit in 
Minut., 
E 
£ 
ds 
| a 


\ | 9067,50 , 67,5—450 > 4522,50 








450 
10 125 : 5,0 9,00 | 10,50 3755 400 ` 150 
15 | 2.00 8,00 15,00 18,00 | 6,00 7,00 ' 3,00 
25 2,50 15,50 | 27,50 33,00 13,00 12,00 5,50 
35: 3,00 22,00 ` 35,50 42,00 . 19,00 13,50 6,50 
465° 4,25 28,00 ` 40,00 | 47,00 | 12,00 7,00 
55, 5,00 30,50 44,00 49,00 ` 25,50 13,50 5,00 
70 6,50 34,50 46,00 — 52,00 28,00 11,50 6,00 
85 8,00 | 37,00 47,00 ` 54,00 | 29,00 10,00 7,00 
1056| 11,60 | 39,00 . 49,00 55,50 27,50 10,00 6,50 
130, 15,00 41,00 51,00 58,00 26,00 , 10,00 7,00 
160 16,00 | 42,00 52,00 ' 58,00 26,00 10,00 6,00 
275 | 23,00 48,00 56,00 63,00 25,00 8,00 7,00 
430 28,00 50,00 57,50 64,00 22,00 7,50 6,50 
690 30,00 ' 50,00 58,00 65,00 20,00 8,00 7,00 
1490 37,00 51,00 59,00 ` 68,00 14,00 8,00 9,00 


Aus Tabelle VI ersieht man, daß die zurückgelegten Strecken 
in den schiefgestellten Röhrchen ein Vielfaches der Senkungsstrecken 
in den vertikalen Röhrchen betragen. Besonders wichtig ist es, daß 
gerade bei den höheren Zeitwerten (insbesondere über eine halbe Stunde, 
was der Ablesezeit der meisten Methoden entspricht) die Unterschiede 
in den Differenzen der Wegstrecken am größten sind. Noch dazu sind 
dann die Zunahmen der Geschwindigkeiten bei der ersten Schiefstellung, 
mit 22,50 von der Vertikalen abbiegend, am schwerwiegendsten, denn 
von der ersten %4 Stunde ab ist die Zunahme der Wegstrecken das 
Zwei- bis Dreifache dessen, was zwischen 67,5 und 45° bzw. 45 bis 22,50 
noch dazugewonnen wird. Daraus folgt noch, daß die Beschleunigung 
der Senkung in den ersten 22,50 nicht gleichmäßig auf die einzelnen 
Grade aufzuteilen ist, sondern bei geringen Abweichungen von der 
Vertikalen das Maximum aufweist, was damit auch in gutem Ein- 
klange steht, daß zwischen 45 und 22,5° nur noch eine geringe Zunahme 
— etwa die Hälfte dessen, was zwischen 67,5 und 45° beobachtet wird — 
stattfindet. Besonders bemerkenswert ist in diesem Versuche, welche 
Konstanz in den Differenzen der Plasmahöhen zur Beobachtung kommt, 
und zwar ist die Zunahme der Senkungshöhen am konstantesten 
zwischen 45 und 22,5°, da zwischen 35 und 690 Minuten der Unterschied 
maximal nur 2mm beträgt und dies auch nicht in den Anfangswerten, 
welche sich nur um 14 mm unterscheiden. Die Differenzen der Senkungs- 
höhen zwischen 67,5 und 45° zeigen bereits ein ausgesprochenes Maximunı 
(bei 55 Minuten langer Senkung); zwischen 25 und 160 Minuten ist 
die maximale Abweichung jedoch immer noch nur 3,5 mm zwischen 
Maximum und Minimum der Senkungsdifferenz. Bei 90 bis 67,59 
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ist das Maximum schon viel ausgeprägter (nach 85 Minuten Senkung) 
und es kann nur zwischen 70 und 160 Minuten Senkungszeit eine ähnliche 
(3,5 mm Differenz) Konstanz der Werte beobachtet werden, wie zwischen 
67,5 und 45°. Die Mittelwerte dieser konstanten Perioden sind: 











Tabelle VII. 
| 675450 | 4522,50 
Absolute Werte .. .. 273mm 11,4 mm | 6,4 mm 
Relative Werte `... . 43 „ 18 „ L 3 
oder angenähert. ... | 1x 2? lx2 `, 1 


Daher müssen wir bei ganz geringen Abweichungen von 90° an- 
nehmen, daß die Verschiebungen dort am allergrößten sind und das 
Vier- bis Achtfache dessen betragen können, was eine gleichgroße 
Verschiebung bei 22,50 bedeutet. 

Vom methodischen Standpunkte aus ist dieses Resultat deswegen 
von gewisser Bedeutung, da man auf so geringe Abweichungen von 
der Vertikalen in sehr vielen Versuchen keine genügende Rücksicht 
genommen hat, andererseits aber auch deswegen, weil man durch 
passende Schiefstellung der Röhrchen einen entsprechend schnelleren 
Ablauf der Bewegung erzielen kann. 

In Tabelle VIII sind die mittleren Geschwindigkeiten des in 
Tabelle VI angegebenen Versuches zusammengestellt. 























Tabelle VIII. 
BERN ı Mittlere Senkungsgeschwindigkeiten in thio mm pro Minuten 
Zeit in | (bezogen auf die Zeit am Beginn des Versuches.) 

en | 9090 67,50 | 450 22,50 
0 | 125 500° on : 1050 

15 | 13,3 53,3 100,0 120,0 

25 100 ` 620 110,0 132,0 

35 8.6 62,9 101,6 120,0 

45 9,4 62,2 88,8 105,0 

55 9,1 | 55,5 80,0 89,0 

70 9,3 49,3 | 65,7 74,3 

85 94 | 425 ` 55,3 63,5 
105 11,0 37,1 46,1 52,9 
130 15 0 315 39,1 44,5 
160 10,0 26.2 32,5 36,2 
275 8,3 17,4 20,3 22,9 
430 6,5 11,5 13,4 14,9 
690 4,0 1,2 8,4 9,3 
1490 2,5 | 3,4 3,9 4,6 


Daraus ist ersichtlich, daß sogar in den vertikalen Röhrchen die 
Senkung im allerersten Beginn langsamer abläuft als später. Diese 
unsere Beobachtung steht im Widerspruch mit den Angaben von 
Fahreus (e, S. 71). Es konnte dies aber in unseren Versuchen wieder- 
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holt beobachtet werden. Dann sehen wir in den vertikalen Röhrchen 
eine ziemlich gleichmäßige Bewegung (nur in sehr grober Annäherung), 
welche 21% Stunden lang andauert. Dann fällt die Senkungsgeschwin- 
digkeit rasch ab. 

In den geneigten Röhrchen erreicht die mittlere Geschwindigkeit 
ebenfalls ein Maximum, fällt langsam immer mehr und mehr herunter, 
wird aber nie geringer — wie dies schon aus der Tabelle der Wegstrecken 
folgt — als die im vertikalen Röhrchen beobachteten Werte, denn 
in den schiefen Röhrchen werden in dem Falle immer weitere Strecken 
von den Blutkörperchen zurückgelegt als in den vertikalen bzw. 
längere Strecken in den mehr schief gestellten Röhrchen als in den 
steiler stehenden. 

Besonders bemerkenswert ist in diesem Versuche, daß die Senkung 
der roten Blutkörperchen in den schiefen Röhrchen auch in vertikaler 
Projektion viel größer ist als die Senkung in den vertikalen Röhrchen. 
Damit ist auch der Beweis erbracht, daß die Bewegung der roten Blut- 
körperchen in den schiefgestellten Röhrchen nicht einfach aus dem 
vertikalen Falle der einzelnen roten Blutkörperchen addiert betrachtet 
werden kann, da sonst das am höchsten liegende rote Blutkörperchen 
nicht eine maximal achtmal längere Wegstrecke in den 22,50 gestellten 
Röhrchen zurücklegen konnte als im vertikalen Rohre; ebenso ist es 
aber nicht möglich, daß bei 67,50 das oberste rote Blutkörperchen im 
Beginn viermal schneller sinkt als bei 90°. Vielmehr spielen hier 
Strömung und wahrscheinlich Adhäsionserscheinungen eine wesentliche 
Rolle, welche aber erst nach einer genaueren biologischen Analyse 
der Senkung erforscht werden können!). 


2. Die Wirkung der Verdünnung auf die Senkung der roten Blutkörperchen. 


Nach den Befunden von Brinkmann und Wastl (ei wird die 
Senkung der Blutkörperchen sowohl im Plasma wie in äquilibrierter 
Salzlösung durch Verdünnung sehr stark beschleunigt, und sie sind 
geneigt, die bei Abnahme der Zahl der roten Blutkörperchen beob- 
achtete beschleunigte Senkung, insbesondere bei Anaemia perniciosa, 


1) Mit diesem Versuche ist jedenfalls bewiesen, daß man methodologisch 
auf die vertikale Stellung der Röhrchen den größten Wert legen muß, 
und daß in vertikalen Röhrchen bei 130 mm Senkungshöhe der Weg, welcher 
mit gleichmäßiger Bewegung zurückgelegt wird, auch beim menschlichen 
Blute nur ein sehr kurzer ist; daher muß die Mechanik der Senkung noch 
durch weitere Untersuchungen geklärt werden, bevor wir eine eindeutige 
klinische Methode werden angeben können. An der Stelle soll auf die 
näheren mechanischen Eigenschaften der Bewegung nicht eingegangen 
werden, sondern es sollen erst die anderen Faktoren, welche die Konstanz 
der Werte beeinflussen können, behandelt werden. 
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auf dieser Grundlage zu erklären. Dagegen ist neuerdings Sadlon!) 
der Meinung, daß die Verdünnung nur von sekundärer Bedeutung 
ist und daß bei Anämie beobachtete Senkungsbeschleunigungen nicht 
allein darauf zurückgeführt werden können. Wir haben schon vor 
längerer Zeit diese Versuche aus dem Gesichtspunkte heraus angestellt, 
da wir davon eine Klärung des Senkungsmechanismus erwarten können, 
weil man durch die Verdünnung mit Plasma oder Serum nur die Mengen- 
verhältnisse beeinflussen kann, ohne andere Eigenschaften des Blutes, 
insbesondere was das Gleichgewicht zwischen roten Blutkörperchen 
und Plasma betrifft, zu verändern. An dieser Stelle sollen unsere Ver- 
suche nur vom Standpunkte der Fehlerquellen der Methodik wie auch 
im vorigen Punkte behandelt werden. In Tabelle IX und X sind die 
Resultate, die mit zwei Blutproben von normalen Männern mit Plasma- 
verdünnungen erhalten wurden, angegeben (es wurden 130 mm hohe 
Blutsäulen, 2mm weite Röhrchen in vertikaler Stellung verwendet). 

Wenn wir die beiden unverdünnten Blutproben vergleichen, er- 
geben sich sogar in quantitativer Beziehung sehr große Ähnlichkeiten 
nicht nur darin, daß der gleichmäßige Teil der Senkung ähnlich lange 
dauert, sondern auch in den Abweichungen von der Konstanz der 
Geschwindigkeit (s. mittlere Geschwindigkeit). . Auf diese Erschei- 
nungen werden wir aber erst auf Grund unseres größeren Materials 
an anderer Stelle eingehen. 


Tabelle IX. 
c' menschliches Blut (zu 4 Proz. mit konzentriertem Na-Oxalat versetzt). 
Wirkung von Plasmaverdünnungen. 


Zurückgelegte Wege | a ee ee 











e E 

E eege IW ee 

Së "pel +h +j +1 | +2 || Bt | + + +2 
Teile Plasma | Teile Plasma 


275 6.1 26 | 125 | 22,5 | 60,0 | 140,0 | 260,0 














5 2 35 9 | 19 31 133 233 | 600 1270 | 207,0 
25 25 7 15 | 28 38 10,0 | 28,0 ; 60,0 112,0 | 152,0 
35 3 11 22 36 46 ' 86 | 31,5 , 60,0 | 103,0 ' 131,0 
45 A8 Ip ee 53 | 94 344 620 | 9565| 1180 
551 5 20 34 | 5l 60 ' 9,1 | 36,4 | 61,8 | 93,0 | 109,0 
70 | op Ze A | ‚93 | 37,1 586 
ap 8 30 45 ` 68 70 9,4 | 35,3 53,0 80,0! 82,4 
105 11,5 |35 50 11,0 | 33,3 | 48,0 | 
130 1 39 | 11,5 | 30,0 
160 16 | | 10.0 | 
275 123 |48 64 822) on 83 , 17,5 ; 233 | 35,7| 42,1 
430 | 28 52 69 86%) 10023)" 65 | 12,1 : 16,0 | 22,3 | 25,9 
690 |28 |53 a 86 |102 An 77'101) 1235| 14,8 
1490 |37 |58 74 89 "IM | 25; 39; 49: 59| 69 


1) Klin. Wochenschr. 1922, 1. Jahrg. 
2) Bezieht sich nach 230 bzw. 385 Minuten. 
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Tabelle X. 
o menschliches Blut. Wirkung von Plasmaverdünnungen. 














Zurückgelegte Wege Mittlere Geschwindigkeiten 
































We 
K £ i | in lhoo mm pro Minute 
GA u a eu Ei nF WW = = — à 
GE | Blut | + | + | +1 Blut © +k | +u | +1 
E Teile Plasma E Teile Plasma — 
15 | 15 175! 6 ' 2 | 100 | 80 an | 1333 
30 ` 25 3 18 43 | 71 | 100 600 ` 143,0 








6,4 op. 31 6l 9.4 l44 688 , 1350 
6 55 12 , 39 : 71 | 90 | 00 650 1018 
op | 75 18 | 100 | %0 | 

90 9 | | 10,0 | 

105 | 12 (Lä | 

120 | 16 | 68 ge 120 57,0 TLl 
140 | 19 Ia | 130 ` 220 

200 |; 27 | 13,5 | 

1040 | 49 om 9% A 69 89 
1440 | 49 56 72 | oa | ag | 
2460 | 49 58 72 oe" 24 | 


l 


Die Verdünnung des Blutes mit dem eigenen Plasma verändert 
die Art der Bewegung vollständig. Schon ganz geringe Zusätze von 
Plasma (25 Proz.) verursachen eine sehr große Zunahme der zurück- 
gelegten Wegstrecken. Besonders bemerkenswert ist dabei, daß mit 
der Verdünnung allmählich die scharfe Grenze immer mehr schwindet, 
welche Plasma und Blutkörperchensäule trennt, wodurch besonders 
in den größeren Verdünnungen sogar die Schärfe der Ablesung sehr 
stark leidet, und es entsteht eine in unseren Versuchen manchmal 
sogar % bis Lem breite Schicht, worin die Dichte der roten Blut- 
körperchen von einer ganz feinen Trübung bis zur undurchsichtigen 
Schicht übergeht (in diesen Fällen haben wir bei beginnender Un- 
durchsichtigkeit abgelesen). 

Aus Tabelle IX und X ist auch ersichtlich, daß die Zunahme 
der Geschwindigkeiten mit der Verdünnung durch Plasma viel steiler 
wachsen als die Abnahme der Teilchenzahl der roten Blutkörperchen 
infolge der Verdünnung. 

Ohne auf eine nähere Analyse der verschiedenen Bewegungs- 
typen einzugehen, ist schon aus diesen Versuchen ersichtlich, daß im 
Verdünnungsversuche die Unterschiede der beiden Proben viel mar- 
kanter nachweisbar sind als im unverdünnten Blute. Der geringeren 
Anfangsgeschwindigkeit des Blutes (Tabelle X) entsprechen auch viel 
geringere Geschwindigkeiten im Verdünnungsversuche, wobei diese 
im Verdünnungsversuche viel besser nachweisbar ist. Ebenso läßt 
sich aber allgemein nachweisen, daß in den Verdünnungsversuchen 
die Bewegung des im Beginn schneller sinkenden Blutes 1 auch rapider 
abnimmt als von Blut 2. Die Gleichmäßigkeit der Bewegung in un- 
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verdünntem Blute ist also wahrscheinlich die Resultante eines be- 
schleunigenden und verlangsamenden Faktors. 

Der Vergleich der beiden Blutproben, sowohl was die Senkung 
im unverdünnten Blute wie in den Plasmaverdünnungen betrifft, 
beweist uns, daß die angegebene Aufgabe der Standardisierung der 
Senkung nur durch eine eingehende Untersuchung der Bewegungs- 
typen zu lösen ist, denn wenn man einfach einzelne Wegstrecken mißt, 
womit nur ein quantitativer Vergleich von in den meisten Fällen quali- 
tativ verschiedenen Zuständen ermöglicht wird, kann man nicht zu 
eindeutigen Resultaten kommen, denn die Senkung ist sogar in solchen 
Fällen als eine Resultante von verschiedenen Faktoren zu betrachten, 
in denen wir Blutproben von normalen Individuen desselben Geschlechts 
vergleichen. Dagegen weist die Senkung in ihrem qualitativen Ablauf 
gewisse Ähnlichkeiten auf, so daß wir von der Untersuchung dieser 
Erscheinungen große Vereinfachungen durch Ausschließung der bis 
jetzt als zufällig figurierenden Faktoren erhoffen können. 

Die wahrscheinlichste Annahme für die Erklärung der hier beob- 
achteten Abweichungen von einer gleichmäßigen Bewegung ist, daß 
sich das Blut während des Senkungsvorganges verändert. Diese Ver- 
änderung kann einerseits dadurch zustande kommen, daß der Senkungs- 
vorgang sich mit dem Abstand der roten Blutkörperchen voneinander 
verändert, wofür der Verdünnungsversuch spricht, oder aber es finden 
im Blute — im Plasma oder in den roten Blutkörperchen — Verände- 
rungen statt, welche die Senkung modifizieren. 

Die Versuche von Starlinger (l. c.) haben nun gezeigt, daß einmal 
niedergesunkenes und wieder aufgeschütteltes Blut regelmäßig sich 
viel langsamer senkt als das erstemalt). 

Die Aufgabe weiterer Untersuchungen war, näher zu analysieren, 
wie die Veränderung der Senkung während ihres Verlaufes zustande 
kommt. Zu diesem Zwecke haben wir zwei Arten von Versuchen aus- 
geführt: 

Es wurde die Wirkung 1. verschiedener Gase (O, CO, und CO) 
auf die Senkung untersucht. 2. Es wurde der Senkungsversuch nach 
verschiedenen Zeiten nach der Entnahme ausgeführt; dabei haben wir 
ein besonderes Gewicht auf den Vergleich von verschiedenen gerinnungs- 


1) Starlinger erklärt diese Wirkung mit einer Spaltung der Eiweiß- 
körper, insbesondere des Fibrinogens, welche durch die hydrolytisch ab- 
gespaltenen H-Ionen der zugesetzten Salzlösungen stattfinden soll. So 
wird auch die Wirkung der Kochsalzlösungen erklärt; abgesehen davon, 
daß die Salze von so schwachen Säuren, wie Citronensäure es ist, viel eher 
freie O H-Ionen in der Lösung aufweisen werden, kennen wir eine Hydrolyse 
von Eiweißkörpern durch so geringe H-Ionenkonzentrationen, wie dies 
bei der Hydrolyse von Salzen auftritt, noch dazu bei Zimmertemperatur, 
nicht. 
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hemmenden Substanzen gelegt, da es sich herausgestellt hat, daß die 
Wirkung eben dieser Substanzen eine wesentlich verschiedene ist. 

Durch die Untersuchung der Gaswirkung können wir einfach 
durch Sättigung der Blutproben mit den einzelnen Gasen die Ver- 
änderung des Gasgehaltes während der Senkung sowie die Differenzen 
zwischen verschiedenen Blutproben ausgleichen. Zugleich sind die 
erwähnten zwei Faktoren auch methodisch für die Ausführung der 
Versuche von großer Wichtigkeit. Hierüber wird in der nächsten 
Mitteilungen berichtet werden, 
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